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L’eau est un vecteur important de contaminations bactérienne et virale 
(contamination fécale), ce qui représente une menace éventuelle pour la santé des 
consommateurs. Les maladies d’origine hydrique constituent la première cause de 
mortalité dans le monde devant la malnutrition (rapport mondial sur le 
développement humain (2006)). Dans les pays développés, bien que les maladies 
entériques aiguës atteignent des niveaux acceptables depuis la première partie du 
dernier siècle avec la mise en place de systèmes de désinfection et de contrôle de la 
qualité de l’eau, plusieurs épidémies récentes ont rappelé que ce risque de 
transmission de maladies par la consommation de l’eau potable reste très important. 
À Milwaukee en 1993, par exemple, une épidémie de cryptosporidium a touché une 
population de plus de 400 000 personnes sur une période de 14 jours. Plus 
récemment à Walkerton au Canada, en mai 2000, suite à la contamination par E.coli 
d'un puits desservant la communauté, près de la moitié de la population a été 
atteinte par une gastro-entérite aiguë, 65 personnes ont été hospitalisées, 27 ont 
présenté de graves complications et 6 sont décédées (étude de l’incidence des cas de 
gastro-entérite aiguë hospitalisés au Québec de 1991 à 1999). En France, en moyenne 
une seule situation épidémique annuelle est rapportée au cours des dernières années. 
Les deux dernières épidémies d’origine hydrique importantes ont été recensées dans 
l’Ain en 2003 (800 cas de gastro-entérites) et en Saône-et-Loire en 2001 (400 cas de 
gastro-entérites) (rapport sur la qualité de l’eau potable en France - septembre 2005). 
Ainsi, la contamination microbiologique des sources d‘eau potable est une menace 
permanente pour nos sociétés et une préoccupation constante des autorités de santé 
publique. Il est alors impératif que les processus de désinfection soient efficaces pour 
la production d’eau potable et le traitement des eaux usées.  
Les techniques conventionnelles de désinfection, qu’elles soient chimiques (chloration 
ou ozonation) ou physiques (rayonnement ultraviolet) présentent un nombre non 
négligeable d’inconvénients: génération de sous-produits de désinfection parfois 
toxiques ou dépendance à la turbidité de l’eau traitée et générant des goûts et des 
odeurs. Ces procédés ne permettent le plus souvent que d’inactiver partiellement les 
microorganismes, ces derniers demeurent ainsi présents (parfois sous forme viable) 
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dans l’eau distribuée et sont donc susceptibles de poser des problèmes de 
reviviscence dans le réseau de distribution.  
Dans ce contexte, la filtration membranaire apparaît comme un procédé alternatif ou 
complémentaire des techniques conventionnelles de désinfection. En effet, ce 
procédé permet la rétention des microorganismes de l’eau brute sur une barrière 
physique sélective sans présenter le risque de formation de sous-produits de 
désinfection, ceci aussi longtemps que l’intégrité de la membrane n’est pas altérée. 
De plus ce procédé permet de produire une eau dont la qualité est quasiment 
indépendante des caractéristiques de la ressource.  
 
Le travail présenté dans ce document s’insère dans l’axe de recherche développé au 
laboratoire sur la caractérisation des membranes. Les travaux menés dans cet axe 
visent i) à définir des méthodologies expérimentales permettant de rendre compte, le 
plus fidèlement possible, des propriétés des membranes (en particulier de leur 
structure poreuse) et de leur évolution au cours du temps ; ii) à acquérir à la lumière 
de ces connaissances une meilleure compréhension des mécanismes de sélectivité et 
à améliorer les approches prédictives du procédé. 
Parmi les techniques développées on trouve la caractérisation par mesure de 
rétention de traceurs. Ceux ci sont classiquement des polymères synthétiques PEG, 
PEO, dextranes. Les travaux menés ont conduit à proposer une procédure de test 
permettant d’acquérir une courbe de sélectivité qualifiée d’intrinsèque de la 
membrane. Cependant, l’apparition de pores anormalement gros, prémices de la 
formation de fissures, n’est pas détectée par cette méthode (même prise dans sa 
version la plus élaborée). Or, dans le cadre de la production d’eau potable, la 
présence d’un petit nombre de défauts peut suffire à abaisser considérablement les 
capacités de rétention de la membrane vis-à-vis des microorganismes, remettant 
alors en question la sécurité sanitaire de l’eau produite. Ainsi les travaux se sont 
ouverts à l’utilisation de nouveaux traceurs que sont les microorganismes. Une 
première thèse a porté sur l’étude des mécanismes de transfert de bactéries (Lebleu 
2007 [1]). Le travail présenté dans le document vise à compléter ces connaissances 
par l’étude de la sélectivité de membranes vis-à-vis de virus. Car, si la question de la 
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rétention de bactéries par les membranes commence à être mieux cernée 
scientifiquement, celle des virus pose encore de nombreux problèmes 
méthodologiques, notamment à cause de leur taille et de leur comportement 
physico-chimique. Peu de travaux ont été publiés sur cette problématique qui reçoit 
un intérêt marqué ces derniers mois. Des articles pertinents sont apparus au cours [2-
6] et en fin de projet [7]. De plus, actuellement aucun test de validation objective de 
ces procédés n’a été reconnu jusqu’ici en France et en Europe. Le développement de 
protocoles doit aider au choix des membranes ainsi qu’au suivi de leurs performances 
en cours de fonctionnement. Les normes françaises de caractérisation des 
membranes n’ont pas été établies pour la rétention de bio- contaminants, et ce point 
suscite de nombreuses critiques d’utilisateurs. Il existe cependant des pratiques 
tenues confidentielles chez les fabricants de membranes élaborées bien souvent pour 
répondre à la réglementation américaine établie par l’Environmental Protection 
Agency (US-EPA) pour contrôler la qualité des eaux souterraines traitées par filtration 
membranaire (National Primary Drinking Water Regulations : Ground Water Rule ; 
Proposed Rules, 2000). Cette organisme requiert un abattement de 4 Log10 en virus 
pour les filières traitant les eaux de surface [8]. Pour cela, l’US-EPA fixe un abattement 
maximum à atteindre de 6,5 Log10. Le calcul de l’abattement prenant en considération 
la concentration de la suspension à traiter et la suspension obtenue après traitement, 
le manuel stipule qu’il est nécessaire de définir la concentration de l’alimentation à 
imposer en fonction des limites de détection des particules que l’on peut mesurer.  
 
Cette thèse financée pour 3 ans par le programme PRECODD de l’Agence Nationale 
de la Recherche (France) s’inscrit dans le cadre d’un projet POME qui rassemble un 
consortium de trois laboratoires de recherche publics (LMI, LGC et LISBP) et trois 
industriels, dont une PME (Polymem PME) et les filiales de deux groupes de taille 
internationale (Aquasource- groupe Degrémont et Veolia Environnement Recherche 
et Innovation). Ce programme de recherche intitulé « POME » (de Protocoles de 
Validation Objective de Procédés Membranaires utilisés en Production et Traitement 
des Eaux) vise à mettre au point une méthodologie de validation des procédés 
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membranaires applicables à la production d’eau et au traitement des eaux usées vis-
à-vis de leur capacité à retenir les virus.  
 
Les travaux menés portent sur la mise au point de méthodes de détection de bio-
contaminants plus fiables, plus complètes et plus rapides que les méthodes 
existantes, ce qui permet d’envisager leur utilisation comme technologies de contrôle 
et de surveillance en vue d’une protection des ressources en eau. L’étude présentée 
dans ce manuscrit intervient dans les tâches 1, 2, 4 et 5 de ce projet (figure 1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.    Schéma de l’organisation du projet en tâches principales et leurs objectifs respectifs. 
 
La première tâche consiste à caractériser les membranes fournies par les industriels 
par la rétention de traceurs synthétiques. La deuxième tâche doit permettre de définir 
précisément les conditions pour lesquelles un test de rétention sera le plus 
significatif, c'est-à-dire qu’il représentera les conditions de transmission maximales 
Détermination du micro-
organisme modèle : 
 
Cahier des charges pour le 
développement de traceurs 
microbiologiques 
 
Tâche n°2 : 
Détermination du micro-
organisme modèle : 
 
Influence de la physico 
chimie sur le 
comportement du virus en 
suspension et en filtration 
Rétention minimale 
 
Tâche n°1 : 
Caractérisation des 
membranes fournies 
par les industriels 
partenaires  
Mesures porosités 
structurales  de 
membranes : 
 
Tâche 5 : 
Développement d’un traceur 
artificiel mimant le virus en 
filtration à l’échelle laboratoire 
et pilote 
Tâche n° 4 : 
  
 Sélection de bio-traceurs et mise au point du protocole 
 
Conditions opératoires pour test en filtration à l’échelle du 
laboratoire et pilote (composition fluide, Pression (filtration), 
structure et  matériau de la membrane) 
Mécanismes de transfert des virus à travers la membrane : 
 
Recherche de nouveaux outils de dénombrement et de détection 
Tâche n° 3 :  
 
Etude de la dynamique des systèmes 
Méthode de détection en ligne – 
marqueurs fluorescents 
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du virus, ceci établi pour des conditions de laboratoire et industrielle. Ces deux 
premiers volets permettront de définir précisément un cahier des charges de 
particules « mimes » pouvant remplacer les virus pour tester l’intégrité des 
membranes (tâche 5). La rétention des procédés membranaires est alors évaluée par 
rapport à leur capacité à retenir les virus dans la tâche 4.  
Nous souhaitons ainsi à l’issue de cette thèse être en mesure de proposer un 
protocole, permettant de qualifier les propriétés de rétention des procédés 
membranaires, en relation avec une maîtrise de la suspension dans laquelle le virus 
est dilué et en utilisant des outils performants notamment en termes de fiabilité, de 
facilité de mise en œuvre et de coût.  
Afin de sécuriser une installation d’eau potable en termes de rétention de virus, il est 
souhaitable que les membranes soient testées dans les conditions les « pires » pour 
lesquelles la pénétration du virus à travers la membrane est facilitée. Nous nous 
appliquerons par conséquent à rechercher les conditions que nous sommes capables 
de reproduire au laboratoire pour lesquelles les virus transfèrent à travers les 
membranes en laboratoire le plus facilement. Ce sont ces conditions que nous 
qualifierons de  « pire cas » dans la suite de ce rapport. 
Ainsi, le virus choisi pour réaliser un test devra transférer à travers la membrane le 
plus facilement possible afin de ne pas surestimer sa capacité de rétention. Le test de 
validation devra alors considérer et contrôler 3 phénomènes pouvant affecter 
l’élimination apparente des virus: l’agrégation des virus (pouvant surestimer 
l’élimination des virus par exclusion de taille), l’adsorption sur les surfaces solides du 
système de filtration et sur la membrane et l’inactivation virale c'est-à-dire la perte 
d’infectivité des virus dans la suspension. 
 
Ce travail de recherche s’est déroulé au Laboratoire de Génie Chimique (UMR 5503) 
en collaboration avec l’équipe du Laboratoire Microbiologie Industrielle de la Faculté 
de Pharmacie de Toulouse (EA 3036 – IFR 31). Tous les résultats de RT-PCR ont été 
obtenus grâce à la compétence d’Aurélie Furiga au cours d’un stage post-doctoral 
financé dans le cadre du projet PRECODD POME. Cette thèse présente un fort 
caractère expérimental, beaucoup de temps a été accordé pour effectuer les 
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expériences, évaluer et trier les données obtenues. Ce document articulé en cinq 
chapitres présente les résultats obtenus au cours de ces trois années d’étude. 
 
Le premier chapitre est dédié à l’étude bibliographique qui précise le contexte 
général de notre étude, en présentant les virus et les techniques de détection 
adaptées aux procédés de traitement des eaux, telles que la culture cellulaire ou 
encore la RT-PCR (Real Time Polymerase Chain Reaction). Les propriétés des 
bactériophages en suspension sont ensuite explorées en fonction de la force ionique, 
du pH du solvant dans lequel ils sont dilués. Leur charge et leur hydrophobicité sont 
aussi discutées. Les études retrouvées dans la littérature sur l’adsorption et 
l’inactivation des bactériophages en suspension sont rapportées. Le principe des 
procédés de filtration membranaire est ensuite détaillé, notamment en termes de 
détermination de l’efficacité de la rétention des virus. La mise en évidence d’une 
perte en abattement en présence de défauts dans la structure membranaire est 
définie. Enfin est précisée la problématique de l’étude à laquelle les chapitres suivants 
vont s’attacher de répondre.  
Dans cette voie, le deuxième chapitre présente le matériel utilisé ainsi que les diverses 
méthodes mises en œuvre au cours de cette étude pour préparer une suspension 
stock de bactériophages isolés stable au cours du temps. Les méthodes qui ont 
permis la caractérisation de cette suspension stock de même que les suspensions de 
phages obtenues lorsqu’ils sont dilués dans différents solvants sont ensuite 
présentées. Les essais effectués afin d’étudier les comportements des phages aux 
interfaces en statique (dans un récipient), le choix des membranes de même que leurs 
caractérisations sont détaillées. Enfin, les grandes étapes des essais de filtration sont 
énoncées. 
Le chapitre trois rassemble les résultats qui nous ont permis de définir les conditions 
permettant d’assurer la stabilité de la suspension stock des phages MS2 et Q et 
présente le comportement infectieux de ces phages aux interfaces en statique sur 
différents matériaux (différents récipients sous agitation) et dans divers milieux de 
dilution. 
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Les chapitres quatre et cinq rassemblent les résultats des tests de filtrations réalisés à 
l’échelle du laboratoire en mode tangentiel. Le chapitre quatre présente le 
comportement des phages MS2 en filtration et détaille précisément le protocole des 
tests de filtration. La stabilisation de la concentration dans la boucle de rétentat en 
particules infectieuses et en ARN viraux totaux est recherchée. La prise en compte de 
l’agrégation, de l’adsorption et de l’inactivation des phages en cours de filtration 
dans le calcul de l’abattement est définie. Le choix de la durée du test de filtration et 
les abattements en MS2 déterminés sont présentés. Une comparaison avec les 
abattements en Q dans des conditions de filtration identiques est réalisée dans le 
chapitre cinq afin d’identifier le phage le plus pertinent pour l’évaluation de la 
capacité de rétention de la membrane testée dans le chapitre quatre et dans nos 
conditions opératoires. Le protocole de filtration alors mis en place est évalué en 
comparant le comportement des bactériophages MS2 en filtration sur divers 
matériaux membranaires dans un premier temps, puis en étudiant la sensibilité de la 
méthode à la présence d’une fibre perforée parmi quinze dans le module de filtration.  
Alors que peu de validations à l’échelle pilote sont disponibles et accessibles dans la 
littérature, nous avons eu l’opportunité d’évaluer l’impact d’un changement d’échelle. 
Ainsi, des essais réalisés sur pilotes industriels de 6 à 7 m² de surface membranaire au 
sein des entreprises Aquasource et Polymem a permis l’évaluation du protocole à 
l’échelle supérieure à celle des micro-modules du laboratoire. 
 
Enfin, la conclusion de ce manuscrit présente une synthèse des principaux résultats 
ainsi que les perspectives qui découlent de ce travail de thèse. 
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1. Introduction 
Ce chapitre a pour objectif de présenter le contexte général de notre étude ainsi que 
les notions nécessaires pour appréhender le comportement du virus lors de la 
filtration par membrane. 
Il est organisé en huit parties distinctes, la première présente les virus et les 
bactériophages, la seconde le virus dans le milieu hydrique. La troisième partie donne 
les diverses techniques de détection des virus adaptées aux procédés de traitement 
des eaux. 
Les quatrième et cinquième parties établissent les propriétés des bactériophages en 
suspension et mettent en évidence les phénomènes d’adsorption et d’inactivation.  
Le procédé de séparation membranaire et la mise en évidence de perte en 
abattement sont regroupés dans les parties six et sept. 
Enfin, l’ensemble de cette revue bibliographique nous a permis de dégager la 
problématique scientifique, à laquelle l’étude présentée dans ce document s’est 
attachée de répondre. 
 
2. Virus et bactériophages 
Les virus se distinguent des organismes eucaryotes (algues, protozoaires) qui sont 
des organismes dont le matériel génétique est contenu sous forme de chromosomes 
dans un organite nommé noyau entouré d'une double membrane, ou encore des 
procaryotes (bactéries), qui ne possèdent ni noyau bien individualisé, ni organite 
cellulaire. Les virus appelés acaryotes ont une structure non cellulaire.  
Les virus sont des particules que Lwoff, en 1953, a définies de la façon suivante [9] : 
1- Le virus ne possède qu’un seul type d’acide nucléique : soit de l’acide ribonucléique (ARN), soit 
de l’acide désoxyribonucléique (ADN), porteur d’une information génétique spécifique. 
2- Le virus se reproduit à partir de son seul acide nucléique. 
3- Le virus est incapable de croître ou de se diviser en dehors de sa cellule hôte. 
4- Le virus ne possède pas les informations génétiques assurant la synthèse des enzymes du 
métabolisme énergétique. 
5- La multiplication des virus implique l’utilisation des structures et de l’énergie de la cellule hôte.  
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En microscopie électronique, les virus apparaissent sous forme cylindriques, 
sphériques, ou encore allongés et rigides. Leur taille est inférieure à celle des 
bactéries : elle varie de 15 nm (Parvovirus) à 300 nm (Poxvirus), voire bien plus pour 
les méga virus découverts récemment. 
2.1. Virus humains : structure et classification 
Le virus est une particule infectieuse constituée d’une molécule d’acide nucléique, 
associée souvent à des protéines internes et protégée par une coque rigide de nature 
protéique, la capside. La capside peut être nue ou entourée d’une enveloppe (figure 
I.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure I.1. Schéma de la structure d’un virus A) sans enveloppe et B) entouré d’une 
enveloppe, http://esscience.canalblog.com/. 
 
 
2.1.1. L’acide nucléique 
L’acide nucléique viral, qui peut être de l’ADN ou de l’ARN, représente le génome 
viral (ensemble du matériel génétique d'un individu ou d'une espèce). L’acide 
nucléique, sous forme désoxyribonucléique (ADN), est généralement bicaténaire 
(double brin), souvent linéaire, rarement circulaire (Papovavirus).  
Sous forme ribonucléique (ARN), l’acide nucléique est monocaténaire (sauf pour 
quelques virus dont le Reovirus), il contient, comme l’ADN, l’information génétique 
virale. L’ARN est presque toujours linéaire et continu. 
Acide nucléique 
Enveloppe 
Capside 
B) virus entouré d’une enveloppe A) virus sans enveloppe 
Capside 
Acide nucléique 
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2.1.2. La capside 
C’est une véritable coque de nature protéique, qui entoure et protège l’acide 
nucléique viral. 
2.1.3. L’enveloppe 
Certains virus sont entourés d’une enveloppe, celle-ci prend naissance au cours de la 
traversée des membranes cellulaires, et présente une constitution complexe, formée 
d’éléments cellulaires et d’éléments d’origine virale. 
 
Enfin, parmi les virus humains, on retrouve les virus entériques pathogènes pour 
l’homme appartenant à six familles distinctes (Tableau I.1). La majorité des virus sont 
des virus nus (capside sans enveloppe) de 27 à 39 nm de diamètre et constitués d’un 
ARN. Leur capside est généralement constituée de une à quatre protéines.  
 
Famille Génome Espèces Taille (nm) 
Picornaviridae Enterovirus 
 
 
 
 
Poliovirus 27-30 
Enterovirus Humains A 
Enterovirus Humains B 
Enterovirus Humains C 
Enterovirus Humains D 
Hepatovirus Virus de l’hépatite A 
Parechovirus Parechovirus 
Humains 
Reoviridae Orthoreovirus Réovirus de mammifères 80-85 
Rotavirus Rotavirus A 
Rotavirus B 
Rotavirus C 
Caliciviridae Norovirus Virus de Norwalk 35-39 
Sapovirus Sapporo virus 
Hepeviridae Hepevirus Virus de l’hépatite E 27-34 
Adenoviridae Mastadenovirus Adenovirus humains 70-90 
Astroviridae Mamastrovirus Astrovirus humains 27-30 
 
Tableau I.1. Principaux virus entériques pathogènes pour l’homme retrouvés dans le milieu 
hydrique [2]. 
2.2. Les bactériophages 
Découverts par Twort en 1915 et D’Hérelle en 1917, les bactériophages (ou phages) 
sont des virus bactériens. Ils sont présents partout où il y a une vie bactérienne et 
peuvent également être retrouvés dans le milieu hydrique. La présence de certains 
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bactériophages, tels que les coliphages dans les selles de l’homme suggère que ces 
organismes pourraient constituer de bons indicateurs de contamination fécale [10]. 
Ainsi, il a été proposé ces dernières années d’utiliser les bactériophages comme 
indicateurs de contamination virale du milieu hydrique mais aussi comme indicateurs 
d’efficacité des procédés de désinfection des eaux. Kott a ainsi résumé les arguments 
qui militent en faveur de l’utilisation des coliphages comme indicateurs de la 
présence de virus (tableau I.2).  
 
1- Les phages se trouvent abondamment dans les eaux résiduelles et dans les 
eaux contaminées. 
2- Les populations de coliphages sont plus grandes que celles des entérovirus. 
3- Les coliphages sont incapables de se reproduire hors de la bactérie-hôte. 
4- Les coliphages peuvent être isolés et numérés par des méthodes simples. 
5- L’intervalle de temps écoulé entre l’échantillonnage et le résultat final est plus 
court pour les coliphages que pour les entérovirus. 
6- Certains coliphages sont aussi résistants à l’inactivation et la désinfection que 
les entérovirus. 
Tableau I.2. Arguments en faveur de l’utilisation des coliphages comme indicateurs de virus 
humains dans l’environnement d’après Kott, 1981 [10]. 
 
2.2.1. Structure  
Certains bactériophages présentent une architecture analogue aux virus entériques 
pathogènes. Les phages à ARN sont plus stables que les phages à ADN [11]. Les 
phages possèdent toutes les propriétés des virus, en particulier le pouvoir infectieux. 
Comme tout virus, les bactériophages nécessitent un hôte spécifique, en l’occurrence 
une bactérie (Escherichia coli). Leur taille varie de 25 à 120 nm environ alors que leur 
hôte, E.coli est un bacille de 2 à 6 m.  
2.2.2. Classification 
Trois catégories de bactériophages fécaux ont été proposées en tant qu’indicateurs 
alternatifs de pollution fécale d’origine virale dans le milieu hydrique : il s’agit des 
coliphages somatiques, des phages de Bacteroides fragilis et des bactériophages à 
ARN F-spécifiques ou à ADN F-spécifiques. Ces phages infectent spécifiquement les 
bactéries du tractus intestinal et sont excrétés en très grande quantité dans les 
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matières fécales. Ils sont ensuite disséminés dans l’environnement comme les virus 
entériques pathogènes. 
 
 Les coliphages somatiques représentent un groupe très hétérogène de phages à 
ADN. Ils infectent E.coli par l’intermédiaire de récepteurs spécifiques localisés au 
niveau de la paroi bactérienne. 
 L’infection de la bactérie hôte Bacteroides fragilis s’effectue de la même manière 
que pour les coliphages somatiques, c'est-à-dire à partir d’un récepteur situé au 
niveau de la paroi. C’est une bactérie qui fait partie de la flore anaérobie dominante 
du tractus intestinal de l’homme et des animaux. 
 Enfin, les coliphages ARN F-spécifiques et ADN F-spécifiques regroupent quant à 
eux les phages provenant respectivement des familles Leviviridae et Inoviridae. Ces 
phages se fixent sur les pili sexuels de la souche mâle d’E.coli. Les pili (pluriel de pilus) 
sont formés chez certaines cellules d’E.coli porteuses d’une information génétique 
particulière.  
Le Comité International de taxonomie des virus a classé les bactériophages en 
plusieurs familles (tableau I.3). Leur morphologie peut être très simple comme celle 
des Leviviridae (f2, MS2) qui ne comporte qu’une capside icosaédrique avec une seule 
protéine et une ARN polymérase associée à l’ARN, ou bien compliquée comme celle 
des Myoviridae (phage T-pair) qui comprennent une capside icosaédrique reliée par 
un collier à une queue contractile, dont l’extrémité est constituée par une plaque 
basale associée à des spicules et des fibres. Leur taille oscille entre 20 nm (Leviviridae) 
et 110x20 nm (Myviridae) [10].  
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Tableau I.3.   Classification et caractéristiques des principaux groupes de bactériophages 
rencontrés dans le milieu hydrique [10]. 
 
Les bactériophages, bien qu’ils partagent des caractéristiques morphologiques avec 
certains virus animaux, ne sont pas pathogènes pour l’homme et les animaux.  
Les coliphages somatiques, les bactériophages F-spécifiques ou encore les 
bactériophages infectant Bacteroides fragilis peuvent être isolés avec un pourcentage 
significatif dans les échantillons de l’eau potable où aucun coliforme fécal n’est isolé. 
Les coliphages F-spécifiques ont une persistance intermédiaire entre les coliphages 
somatiques et les phages infectant B. fragilis [12].  
2.2.3. Méthode de réplication  
Les bactériophages ne peuvent se multiplier qu’à l’intérieur d’une cellule hôte 
constituée par une bactérie métaboliquement active. La limite de spécificité d’un 
phage va surtout dépendre de sa cellule hôte. Ainsi, certains phages ne peuvent se 
multiplier que dans une souche donnée d’E.coli alors que d’autres phages sont 
susceptibles de se reproduire dans de nombreuses souches différentes d’E.coli. Cette 
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spécificité des bactériophages est déterminée par la nature des récepteurs situés à la 
surface cellulaire [10]. 
Le mode de multiplication des phages ne diffère pas fondamentalement de celui des 
virus animaux, mais il est adapté aux cellules-hôtes. Les différentes étapes de la 
réplication des bactériophages sont schématisées sur la figure I.2, et sont décrites ci-
dessous [10]: 
- Adsorption ou fixation du phage sur des récepteurs situés à la surface de la 
bactérie. Les récepteurs sont des protéines de membrane, des lipopolysaccharides, 
des flagelles ou des pili sexuels. 
- Pénétration de l’acide nucléique dans la bactérie suivant des mécanismes variables 
selon le type de phages. En fonction de la nature du phage, peut alors se produire le 
cycle lytique (phages virulents, présentés figure I.2) ou le cycle lysogénique (phages 
tempérés). 
- Au cours du cycle lytique, le génome phagique provoque la synthèse par la bactérie 
infectée des divers constituants viraux, ainsi que la réplication de l’acide nucléique. Il 
y a ensuite assemblage des constituants, encapsulation de l’acide nucléique et 
formation de nouveaux phages. 
- Les bactériophages néoformés sont ensuite libérés par lyse de la bactérie-hôte (à 
l’exception des phages appartenant à la famille des Inoviridae). La durée d’un cycle 
lytique est variable : elle est par exemple de 20 minutes pour un phage T4. Le nombre 
de phages libérés par une bactérie infectée varie de 200 pour les Myoviridae jusqu’à 
plusieurs milliers pour les Leviviridae. 
Dans le cas des phages virulents responsables du cycle lytique, certaines souches-
hôtes présentent une grande stabilité génétique des récepteurs et par conséquent 
toutes les cellules bactériennes sont sensibles et susceptibles d’être infectées. Le taux 
d’infection dépend donc de la densité respective des bactéries et des phages.  
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Figure I.2.   Schéma de la réplication des bactériophages (cycle lytique). 
 
2.2.4. Les bactériophages ARN F-spécifiques 
Les bactériophages à ARN F-spécifiques ont été plus particulièrement étudiés dans 
notre travail, ils appartiennent à la famille des Leviviridae. Ils ne possèdent pas 
d’enveloppe et sont constitués uniquement d’une capside. Ces bactériophages, 
considérés comme représentant un bon modèle du devenir des virus dans le milieu 
hydrique, sont souvent utilisés par les fabricants de membranes lorsque des tests 
d'abattement sont effectués. Par ailleurs, ces bactériophages de 10 à 30 nm de 
diamètre font partie des virus les plus petits connus à l’heure actuelle. Ils ont une 
structure et une taille voisine des virus entériques pathogènes pour l’homme 
(Norovirus, virus de l’hépatite A, Enterovirus…). De plus, les bactériophages à ARN F-
spécifiques sont non pathogènes pour l’homme et leurs méthodes d’amplification et 
de dénombrement sont beaucoup plus simples que celles employées dans le cas de 
virus pathogènes.  
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La famille des Leviviridae contient deux genres : les Levivirus et les Allolevivirus, 
répartis en quatre génogoupes (groupe I, II, III et IV). La taille du génome des 
Allolevivirus est plus grande que celui des Levivirus (génome de MS2 et Q 
respectivement égal à 3569 et 4160 nucléotides). Cette répartition a été établie en 
partie à partir de tests sérologiques [2]. Ainsi, les phages MS2 et GA appartiennent au 
genre Levivirus alors que Q et SP font partie du genre Allolevivirus (tableau I.4). 
 
Famille Genre Génogroupe Souches 
Leviviridae Levivirus Génogroupe I MS2 
Génogroupe II GA 
Allolevivirus Génogroupe III Q 
Génogroupe IV SP 
Tableau I.4. Classification des Leviviridae [2]. 
 
Les groupes II et III sont prédominants dans les sources humaines alors que les 
groupes I et IV sont plus abondants dans les sources animales. La persistance dans 
l’environnement ou après des procédés de désinfection est différente en fonction du 
groupe, une plus grande durée de vie est observée pour les groupes I et II, les 
bactériophages des groupes III et IV sont moins résistants à tous les traitements 
[13;14]. Le groupe II est le plus abondant dans les échantillons d’eaux de rivière 
analysés, suivis par les groupes I, III et IV [15].  
 
3. Le virus et le milieu hydrique 
La présence de microorganismes pathogènes dans les eaux reste un problème majeur 
en termes de santé publique en raison de risques de contamination pour l’homme 
car plus de 130 types de virus pathogènes sont susceptibles de circuler dans les 
populations selon les cycles épidémiques et l’hygiène des collectivités [10]. Malgré les 
récents progrès réalisés dans les domaines de la gestion du milieu hydrique, du 
traitement des eaux potables ou des eaux usées, il persiste encore dans le monde des 
épidémies d’origine microbiologique transmises via le milieu hydrique.  
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3.1. Les virus entériques pathogènes pour l’homme 
Les virus entériques sont des agents microscopiques pathogènes pour l’homme 
transmis par voie orale. Ils se multiplient au niveau des cellules du tractus gastro-
intestinal des hommes et des animaux et sont rejetés en très grande quantité dans les 
matières fécales [10]. La quantité de particules infectieuses rejetées par les sujets 
infectés est considérable et peut atteindre 1010 par gramme de selles [16]. Les virus se 
retrouvent en abondance dans le milieu hydrique car ils peuvent migrer plus 
rapidement dans le sol que les bactéries en raison de leur petite taille [16]. Par 
conséquent, il peut arriver que l’eau souterraine soit contaminée par des virus 
entériques humains en l’absence des indicateurs bactériens traditionnels. Les virus 
rejetés dans les eaux usées, constituent le premier maillon d’un cycle de l’eau au 
centre duquel se trouve l’homme en tant que contaminateur primaire mais aussi en 
tant que récepteur secondaire des agents pathogènes véhiculés par l’eau (figure I.3) 
[10]. 
 
Figure I.3. Cycle de contamination virale du milieu hydrique [10]. 
 
3.2. Epidémiologie des virus et autres constituants de l’eau 
Dans le monde, 1,2 milliards de personnes n’ont pas accès à l’eau potable, 2,6 
milliards n’ont pas de sanitaires, environ 250 millions de personnes sont infectées des 
conséquences des épidémies d’origine microbiologique transmises via le milieu 
hydrique chaque année et, 10 à 20 millions de personnes dont 2 millions sont des 
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enfants de moins de 5 ans en meurent chaque année à travers le monde [16-18]. Ces 
épidémies surviennent surtout dans les pays en voie de développement ou elles 
constituent un problème de santé de premier ordre car les conditions sanitaires sont 
encore à améliorer. Des pandémies de choléra sont ainsi toujours présentes à travers 
le monde, avec en 1990, 69 631 cas de décès déclarés; en 1993 au Bangladesh le 
choléra a fait 107 000 victimes, provoquant 1 500 décès.  
Dans les pays développés, de telles épidémies dues à la contamination de l’eau 
distribuée peuvent également survenir et avoir un impact majeur sur la santé 
publique. Ainsi, la ville de Milwaukee dans l’Etat du Wisconsin (Etats-Unis) en 1993, a 
connu une contamination de l’eau distribuée par le Cryptosporidium parvum qui 
entraîna plus de 400 000 malades et une centaine de décès. Escherichia coli retrouvée 
dans l’eau distribuée toucha près de 2 300 personnes et causa 6 décès en 2000 dans 
la ville de Walkerton au Canada. Le rotavirus, endémique dans le monde entier, 
constitue le virus le plus courant et le plus répandu, celui-ci est la principale cause de 
diarrhée chez les nourrissons et les enfants, aux Etats-Unis, prés de 3,5 millions de cas 
par an sont enregistrés. 
En France, au cours de ces dix dernières années, dix épidémies ont été recencées. La 
détection et l’investigation sont indispensables pour limiter le développement et 
éviter les récidives de telles épidémies. Mais il est souvent difficile de répertorier et de 
comptabiliser les infections endémiques (gastro-entérites et diarrhées) engendrées 
par les eaux de distribution. Pour connaître ce risque, il faut procéder à des enquêtes 
prospectives longues et difficiles à mettre en œuvre et souvent difficiles à interpréter  
[9;19]. 
3.3. Estimation de la pollution virale via des indicateurs indirects 
Le contrôle de la qualité microbiologique de l’eau destinée à la consommation 
humaine repose essentiellement sur la recherche d’indicateurs bactériens [20-24], 
Escherichia coli étant le premier indicateur de la pollution fécale. Mais cet indicateur 
présente plusieurs inconvénients, il résiste moins à l’attaque au chlore et, est plus 
sensible aux facteurs environnementaux que les bactériophages [22;25]. Dans le cadre 
d’une estimation de la pollution virale d’une eau ou d’un aliment, les indicateurs 
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bactériens restent cependant un outil important dans le sens où leur présence 
souligne une pollution fécale. Il est clair que la probabilité de retrouver des virus 
pathogènes dans une matrice donnée est plus élevée en présence d’indicateurs 
bactériens qu’en leur absence. Néanmoins, l’absence de ces indicateurs ne garantit 
pas toujours l’absence de virus pathogènes [26].  
Ainsi, de nouveaux indicateurs, les bactériophages ont été récemment proposés, de 
taille plus petite, plus résistants, avec une méthode de détection facile, simple et 
rapide [23;24;27].  
Parmi les différents bactériophages à ARN F-spécifique disponibles, le bactériophage 
MS2, appartenant au génogroupe I est très utilisé comme indicateur dans plusieurs 
domaines de recherche, dont la filtration membranaire [28;29]. Ce choix est 
communément motivé par les caractéristiques physico-chimiques du phage MS2 
proches de celles du poliovirus [21]. 
MS2 est un virus à ARN sans enveloppe, de petite taille (22-29 nm), avec un faible 
point isoélectrique (3,9) et avec une structure d’icosaèdre simple. Dans des études de 
désinfection, les cinétiques d’inactivation de MS2 et du virus de l’hépatite A se sont 
révélées similaires en présence de chlore libre, il a alors été suggéré que le 
bactériophage MS2 pouvait être utilisé comme indicateur pour déterminer l’efficacité 
d’un procédé de désinfection [30]. Des auteurs ont montré que le bactériophage MS2 
survivait mieux au traitement des boues activées que certains autres virus, et 
suggèrent ainsi que MS2 puisse être un modèle acceptable d’élimination virale dans 
ce système de traitement [31]. Mais MS2 se désactive vite à température élevée, et en 
été, ce phage sera plus rapidement désactivé [27]. 
Par ailleurs, un autre bactériophage est souvent utilisé comme indicateur potentiel et 
comparé au MS2, il s’agit du bactériophage Q. C’est un autre phage à ARN F-
spécifique, de structure similaire et de taille comparable au phage MS2 avec un 
génome plus long (4160 nucléotides pour Q comparés à 3569 pour le MS2) [3;29].  
Grâce à leurs caractéristiques, les bactériophages sont considérés par les chercheurs 
comme indicateurs de pollution fécale et comme modèles pour suivre le devenir des 
virus entériques dans différents milieux hydriques et dans les stations d’épuration.  
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3.4. Réglementation 
En France, le Code de la santé publique précise que « les eaux destinées à la 
consommation humaine ne doivent pas contenir de micro-organismes, de parasites ou 
de toutes autres substances constituant un danger potentiel pour la santé des 
personnes ». Mais, les virus ne font pas l’objet d’une recherche en routine et la 
pertinence des indicateurs microbiologiques pour témoigner de la présence de virus 
dans l’eau est contestable. L’absence de ces indicateurs ne signifie pas pour autant 
que les virus sont eux aussi absents. En cas de détection de la présence anormale 
d’un ou de plusieurs micro-organismes dépassant les valeurs réglementaires dans un 
(ou plusieurs) échantillon(s) d’eau de même origine, une procédure à suivre est 
proposée dans un avis du Conseil Supérieur d’Hygiène Publique de France (CSHPF), 
qui peut conduire à la recherche de virus dans l’eau. 
 
Dans la réglementation européenne, il apparaît qu’aucune norme n’est prévue pour 
les virus ou les parasites pathogènes. La recherche des virus dans les eaux peut se 
faire en cas d’épidémies ou de suspicion de contamination des eaux et/ou 
d’épidémies [9;26]. 
 
De la même façon, dans le domaine de l’hygiène des denrées alimentaires, aux 
niveaux français et européen, il n’existe pas à l’heure actuelle de textes 
réglementaires fixant des critères microbiologiques pour les virus, ceci notamment 
faute de méthodes d’analyse suffisamment fiables.  
 
Aussi, dans un document édité en avril 2004, Santé Canada aboutit aux 
recommandations suivantes pour maîtriser au mieux le risque viral :  
« Même si les entérovirus reconnus pour infecter les êtres humains peuvent causer des 
maladies graves et parfois mortelles, il est impossible pour le moment d’en déterminer 
les concentrations maximales acceptables dans l’eau potable. Il faudrait mettre en 
œuvre des techniques de traitement et des mesures de protection des bassins 
hydrographiques ou des puits reconnues pour réduire le risque « d’éclosions » d’origine 
hydrique et, les maintenir lorsque la source d’eau est sujette à la contamination par des 
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matières fécales ou, a déjà causé des « éclosions » d’origine hydrique attribuables à la 
présence d’entérovirus. Lorsqu’un traitement est nécessaire, les techniques de 
traitement devraient réduire ou inactiver la charge virale dans une proportion d’au 
moins quatre Log10 ». 
 
 
Enfin, l’Environmental Protection Agency (US-EPA) américaine a proposé en 2000 une 
nouvelle réglementation pour la qualité des eaux souterraines (Nationale Primary 
Drinking Water Regulations : Ground Water Rule ; Proposed Rules) et recommande : 
 En routine pour le contrôle des eaux dont le traitement appliqué ne permet 
pas d’assurer 4 Log10 d’abattement en virus, la recherche d’indicateurs de 
contamination fécale est demandée.  
 Concernant les techniques de traitement de l’eau, cette instance recommande 
pour les systèmes avec des contaminations fécales récurrentes ou des déficiences 
non maîtrisées, soit d’éliminer les sources de contamination, soit de corriger les 
déficiences identifiées, soit de proposer une autre source d’approvisionnement, soit 
de proposer une filière de traitement permettant un abattement de 4 Log10 en virus 
[32]. Ce niveau d’abattement est requis pour les filières traitant les eaux de surface 
[8].  
3.5. Conclusion 
Il est difficile d’envisager une recherche systématique de l’ensemble des virus 
entériques pathogènes pour l’homme dans l’eau et les aliments. C’est pourquoi il est 
fait appel à des indicateurs indirects de pollution fécale. Ceux-ci devant être 
représentatifs des virus entériques, non pathogènes, les bactériophages semblent 
répondre à ces critères. 
Cependant, le développement de méthodes de détection et de mise en œuvre de ces 
indicateurs apparaît essentiel avant d’envisager d’établir une norme française et 
même européenne permettant de qualifier les procédés membranaires vis-à-vis de 
leur capacité à retenir les virus présents dans les eaux de consommation. 
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4. Les techniques de détection des virus adaptées aux procédés de 
traitement des eaux 
 
Deux techniques de détection sont disponibles à l’heure actuelle : la culture cellulaire 
et la RT-PCR. 
4.1. La culture bactérienne 
Dans une culture de bactéries en milieu liquide, les bactériophages infectent les 
cellules et produisent un éclaircissement visible de la suspension. Sur un milieu solide 
gélosé, ensemencé avec une culture de bactéries sensibles, les bactériophages 
provoquent des plages de lyse à la surface du tapis bactérien. Chaque plage 
correspond à une particule contenant au moins un bactériophage qui, en infectant les 
bactéries et en se multipliant à leur détriment, détruit localement le film superficiel.  
Ainsi, la culture bactérienne permet de compter les phages infectieux en unités 
formant plages (UFP). Une unité étant égale à une particule virale infectieuse isolée 
ou un agrégat fait de plusieurs particules infectieuses. De ce fait, la technique UFP ne 
tient pas compte de la stabilité de la suspension des particules infectieuses (agrégées 
ou pas). 
Cette technique est spécifique et quantitative pour les virus capables de se multiplier 
en culture de cellules, elle reste la méthode de référence car elle est la seule 
technique permettant de démontrer la nature infectieuse des virus [33]. Cependant, la 
culture bactérienne a de nombreux inconvénients : sa sensibilité peut parfois être 
limitée, avec un délai de résultat important (parfois plusieurs semaines), un coût 
onéreux, certains virus ne peuvent pas être isolés comme c’est le cas des norovirus, 
sapovirus, virus de l’hépatite E. Enfin, cette technique nécessite un personnel qualifié 
et des laboratoires spécialisés [22;26]. 
4.2. La PCR ou la RT-PCR 
Depuis la découverte de la PCR par Kary Mullis en 1986 qui lui valut le prix Nobel de 
chimie en 1993, les techniques de PCR sont rapidement apparues comme des outils 
indispensables en biologie moléculaire.  
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La quantification en temps réel, et avec elle un élargissement des applications à de 
très nombreux domaines tels que le diagnostic clinique et l’agro-alimentaire, fut 
proposée en 1992 par Higuchi R., et a connu un récent et spectaculaire 
développement ces dernières années. 
Les techniques d’amplification RT-PCR sont les plus adaptées aux contrôles 
virologiques des eaux et des aliments. Ce sont des techniques rapides, spécifiques, 
très sensibles, dans certaines conditions quantitatives, routinièrement réalisables et 
ne souffrant pas de la limitation à cause de l’agrégation [22;34]. En fait, avant la 
détection par RT-PCR, l’extraction de génome est nécessaire, ce traitement assurant 
la dissociation d’éventuels agrégats présents dans la suspension. 
Autrement dit, ces techniques mettent en évidence la présence d’acide nucléique 
mais ne permettent pas de différencier les particules infectieuses des non 
infectieuses. La constatation de la présence d’un génome viral ne permet donc pas de 
témoigner de son caractère infectieux, critère majeur pour les gestionnaires du risque 
[22;33;35;36]. 
Ainsi, dans l’état actuel de nos connaissances, il est difficile de relier la présence d’un 
génome viral à la présence du virus infectieux correspondant. On connaît encore mal 
la cinétique de dégradation des génomes. La présence d’un génome viral peut être 
un indicateur de contamination ancienne, notamment après un traitement 
désinfectant. Quoi qu’il en soit, si la présence d’un génome viral risque de surestimer 
le risque infectieux, son absence est à l’inverse, dans les conditions d’assurance 
qualité adaptées, synonyme d’absence de virus infectieux. Ainsi la RT-PCR doit être 
utilisée avec précaution lorsque l’on souhaite prédire les risques pour la santé 
humaine [37].   
L’amplification d’une partie du génome viral par RT-PCR ou PCR permet de détecter 
toutes les souches virales. Mais cette technique reste chère et nécessite des 
laboratoires et des équipements spécialisés [22;34]. 
Par ailleurs ces techniques très sensibles sont associées à d’importants risques de 
faux négatifs à cause d’inhibiteurs [38] et de faux positifs exigeant des mesures 
d’assurance qualité adaptées et rigoureuses [34]. Ces paramètres ont été vérifiés lors 
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de la mise au point de la méthode dans le laboratoire par Aurélie Furiga (stage post-
doctoral financé dans le cadre du projet ANR PRECODD POME).  
Enfin, les protocoles ne sont pas standardisés et des développements sont encore 
nécessaires pour détecter l’ensemble des virus entériques par PCR en temps réel [26]. 
4.3. Evaluation des techniques 
En comparant la sensibilité des techniques de culture bactérienne et de RT-PCR, bien 
que la cible soit totalement différente, il est couramment rapporté une sensibilité 
supérieure de 10 à 100 fois en faveur de la RT-PCR [3;34]. Cette différence ne peut 
s’expliquer que par la présence d’agrégats dans la suspension et/ou la présence de 
particules virales non infectieuses. En fait un virus infectieux détecté par culture 
cellulaire possède obligatoirement un génome complet détectable par RT-PCR. La 
réciproque n’est pas vraie puisque la détection par RT-PCR d’un virus n’est pas 
forcément possible par culture bactérienne si la capside du génome est détériorée ou 
désactivée d’une manière ou d’une autre. La quantification des échantillons est 
possible aussi bien par culture bactérienne que par RT-PCR quantitative, cela permet 
de déterminer respectivement le nombre précis de particules infectieuses et de 
phages totaux présents dans une suspension qu’ils soient détériorés ou désactivés. 
La rapidité de mise en œuvre est clairement en faveur des techniques moléculaires. 
La détection des génomes viraux peut s’effectuer en quelques heures alors que dans 
le meilleur des cas 3 à 6 jours (virus pathogènes) et 1 jour (bactériophages) sont 
nécessaires pour une détection sur culture. 
 Les techniques de PCR ou de RT-PCR semblent présenter tous les critères de la 
méthode idéale sauf en ce qui concerne l’information sur l’infectivité du virus isolé, ce 
qui est problématique pour les gestionnaires du risque. 
Par ailleurs, des auteurs proposent qu’en soustrayant la concentration des particules 
infectieuses (déterminée par la méthode UFP) à la concentration totale en virus 
(déterminée par la méthode RT-PCR), le nombre de virus inactivés puisse être 
déterminé [5;6].  
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4.4. Conclusion 
En conclusion, il semble extrêmement aléatoire dans l’état actuel des connaissances 
de vouloir relier la détection de génome viral à la présence du virus infectieux 
correspondant. Par contre la présence du génome viral peut être considérée comme 
un indicateur d’une pollution virale plus ancienne. Dans quelle mesure cet indicateur 
surestime le risque infectieux doit encore être précisée par des études fondamentales 
concernant les mécanismes de dégradation d’une particule virale (capside et 
génome). L’absence de génome viral est relativement informative puisque dans les 
conditions d’assurance qualité adaptées, elle est synonyme d’absence de virus 
infectieux. A l’heure actuelle, très peu d’études comparatives dans le domaine de la 
qualification de procédés membranaires ont été effectuées utilisant ces deux 
techniques de détection RT-PCR et UFP, alors qu’il semblerait qu’elles soient 
complémentaires [3;5;6].  
 
5. Propriétés des bactériophages en suspension 
Les bactériophages à ARN F-spécifiques et plus particulièrement les bactériophages 
MS2 et Q, sont couramment utilisés pour décrire le comportement viral dans 
l’environnement ou valider l’efficacité des traitements. La connaissance des propriétés 
des bactériophages MS2 et Q, telles que leur stabilité en suspension, leur charge et 
leur hydrophobicité, est alors nécessaire. 
5.1. Stabilité de la suspension de bactériophages 
La stabilité de la suspension de bactériophages va principalement dépendre du pH et 
de la force ionique I du milieu dans lequel ils sont mis en suspension. La force ionique 
est déterminée par la relation : 
 
Eq I.1.  
Avec : 
Zi : valence de l’espèce i, 
Ci : concentration molaire en électrolyte i. 
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De nombreuses études ont été effectuées en faisant varier le pH et/ou la force 
ionique de la suspension et en effectuant des mesures de taille via un microscope 
électronique à transmission ou une méthode utilisant la diffraction dynamique de la 
lumière. Le tableau I.5 ci-après, regroupe la taille de différents bactériophages 
observés lorsqu’ils sont mis en suspension dans divers solvants à différentes forces 
ioniques et pHs. Nous pouvons noter la diversité des solvants utilisés dans la 
littérature dont le choix n’est pas justifié dans la majorité des cas. 
Ainsi, en se basant sur l’équation de Stockes-Einstein, qui permet de convertir le 
coefficient de diffusion en taille, Langlet et al. [4] ont constaté qu’en diminuant le pH 
de la suspension à force ionique (I) fixe (100 et 1 mM NaNO3), une augmentation de 
la taille des particules se produit. Plus précisément, pour des pHs compris entre 4,5 et 
7, quelle que soit la force ionique (1 mM et 100 mM) les bactériophages MS2 sont 
sous une forme isolée. Alors que pour un pH inférieur à 3,9, des agrégats de diamètre 
de l’ordre du micromètre prédominent. De la même manière, Q sera agrégé pour 
des pHs inférieurs à 3,5 quelle que soit la force ionique. Par contre pour un pH égal à 
7, des agrégats de l’ordre du micromètre seront présents pour une force ionique 
importante, typiquement 100 mM, alors que pour des forces ioniques plus faibles 
(1mM), les phages Q seront sous forme isolée.  
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Bactériophage pH Solvants/ 
Force ionique I 
Taille Référ-
ences 
Q et MS2 à 
10
10
 UFP/mL 
6,8 Eau milliQ/eau de 
rivière  (I= 1mM) 
20-30 nm [5] 
MS2 
10
11
 UFP/mL 
en suspension 
après 4h 
6,7 400 mM de KCl plus de 50% des virus sont isolés (30 nm) 
mais la présence d’agrégats est observée 
(plus de 30% entre 30 nm-2mm et 5% 
environ entre 2-6 mm) 
[39] 
MS2 
10
11
 UFP/mL 
7 1 mM et 100 mM 
NaNO3 
les virus sont sous forme isolée [4] 
MS2 
10
11
 UFP/mL 
<3,9 1 mM et 100 mM 
NaNO3 
Présence d’agrégats de diamètre du 
micromètre 
[4] 
MS2 10
11 
UFP/ml 
6,7 0.2 mM de PBS 23 1 nm [3] 
MS2 10
11
 
UFP/mL en 
suspension 
après 4h 
3,9 400 mM KCl 1,4% de particules individuelles de taille 
de 30 nm environ, 14,8% d’agrégats 
compris entre 30 nm et 2 m et 37% entre 
2 et 6 m 
[39] 
MS2 
 
3-9 
8 
 
 
50 nm 
saut au dessus de 80 nm, aucune 
indication n’est donnée pour expliquer ce 
phénomène 
[40] 
 
MS2 2,5-5 
>5 
 360-80 nm 
30-20 nm 
[41] 
Q <3,5 1 mM et 100 mM 
NaNO3 
Présence d’agrégats de diamètre du 
micromètre 
[4] 
Q 7 1 mM NaNO3 
 
les virus sont sous forme isolée [4] 
Q 7 100 mM NaNO3 Présence d’agrégats de diamètre du m [4] 
Q 
10
11 
UFP/ml 
6,7 0,2 mM de PBS 27 2 nm [3] 
T4 2-10 pour I= 2,10
-3
 ; 2,6 
et 7,6 mM KCl 
80 nm environ, pas d’effet de I sur la taille [40] 
GA et SP 1,5-7 1 mM et 100 mM 
NaNO3 
agrégation des phages [4] 
Tableau I.5. Taille de différents bactériophages en fonction des conditions de mise en 
suspension (pH et force ionique) à température ambiante, données extraites de la littérature. 
 
Ainsi, l’agrégation de virus, phénomène bien connu et décrit par la science des 
colloïdes, dépendra de nombreux paramètres environnementaux tels que le pH, la 
force ionique, et les propriétés de surface des particules virales.  
En résumé, pour que les phages MS2 ou Q soient sous forme isolée, les suspensions 
devront être préparées autour du pH neutre, et à faible force ionique pour le Q 
(figure I.4).  
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Figure I.4. Zones de pHs et de forces ioniques pour lesquelles les bactériophages A) MS2 et 
B) Qsont isolés ou agrégés. Les losanges représentent le pI (point Isoélectrique) obtenus pour 
une force ionique donnée (tableau I.7). Valeurs extraites de la littérature. 
 
5.2. Charge des bactériophages 
D’une manière générale, quand le pH est différent du pI (point isoélectrique), pH 
pour lequel la charge électrique globale d’une particule est nulle, les virus sont sous 
forme dispersée à cause de la nature répulsive des forces interparticulaires. Pour un 
pH égal au pI, le virus aura autant de sites positifs que de sites négatifs, un maximum 
d’agrégation virus/virus est observé. Pour un pH inférieur au pI, le virus sera chargé 
positivement et contre toute attente sera sous forme agrégée, malgré les répulsions 
interparticulaires d’après les études réalisées par Langlet et al. [4]. Il nous est difficile 
de comprendre pourquoi les phages s’agrègent au dessous de pI et au dessus de pH8 
pour les phages MS2. 
Le tableau I.6 ci-dessous regroupe le pI de quelques bactériophages couramment 
utilisés. Selon la force ionique de la suspension, le pI prendra des valeurs différentes.  
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Famille Genre Virus pI expérimental Références 
Leviviridae Levivirus MS2 3,9  0,3 (I= 100 mM) 
3,1  0,1 (I= 1 mM) 
3,8 (I= 10 mM) 
2,6 
[4] 
 
[42] 
[43] 
Allolevivirus Q 1,9  0,3 (I= 100 mM) 
2,7  0,1 (I= 1 mM) 
4,2 (I= 10 mM) 
[4] 
 
[42] 
Myoviridae T4-like virus T4 4,2 
3,4 
[44;45] 
[43] 
Microviridae Microvirus X174 2,6 
2,4 
[40] 
[43] 
Tableau I.6.  Points isoélectriques (pI) de certains bactériophages en fonction de la force 
ionique de la suspension. Données extraites de la littérature. 
 
La charge, définie par la mesure de la mobilité électrophorétique (E) ou du potentiel 
zêta ( déduit de E de différents bactériophages en suspension dans divers solvants 
a été déterminée au cours de différentes études (tableau I.7).  
Ainsi, MS2 possédant un faible point isoélectrique (pI = 2,6-3,9 selon la littérature), 
présente une charge négative significative à pH neutre [3;4;43]. D’une manière 
générale, une augmentation du potentiel zêta en valeur absolue est observée quand 
le pH d’une suspension de phages MS2 augmente (à pH 3 et 7, est respectivement 
égal à -4 et -27 mV) [41]. 
Pour des pHs autour du pH neutre, typiquement entre 6,8 et 8, une légère diminution 
en valeur absolue de E (ou de ) est observée lorsque la force ionique (I égale à 100 
mM) de la suspension augmente pour les bactériophages MS2, Qet T4, mais ces 
valeurs restent négatives et comprises entre -3 et -1 (m/s)/(V/cm).  
D’autres auteurs [6], ont noté que la mobilité électrophorétique de MS2 dans l’eau 
Milli-Q est plus grande en valeur absolue que celle du Q, cela est sans doute dû aux 
protéines de la capside qui contiennent des acides aminés différents. Dans l’eau de 
rivière ou pour une suspension à force ionique plus élevée (1 mM NaNO3 et 100 mM 
NaNO3), cet effet est moins visible à cause de la force ionique assez importante qui 
compresse l’épaisseur effective de la couche diffuse autour des particules de 
bactériophages, ce qui permet aux interactions de Van der Waals de dominer et donc 
de réduire la mobilité électrophorétique en valeur absolue [6;41].   
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Bactériophage pH Solvant/ Force 
ionique (I) 
Mobilité 
électrophorétique 
(m/s)/(V/cm) ou 
potentiel zêta (mV) 
 
Références 
MS2 3 
7 
- - 4 mV 
- 27 mV 
[41] 
MS2 7,5 - - 12,1 mV [46] 
MS2 7 10 mM NaCl -17,7 mV [47] 
MS2 et Q 
 
7 
 
1 mM NaNO3 
100 mM NaNO3 
-3 (m/s)/(V/cm)
 
-1 (m/s)/(V/cm) 
[4] 
MS2 
Q 
10
10
 UFP/mL 
 
MS2 
Q 
10
10
 UFP/mL 
6,8 
 
 
 
6,8 
Eau Milli-Q 
 
 
 
eau de rivière filtrée 
-2,2 (m/s)/(V/cm) 
-1,2 (m/s)/(V/cm) 
 
 
-1,6 (m/s)/(V/cm) 
-1,5 (m/s)/(V/cm) 
[6] 
T4 8 2,10
-3
 mM KCl 
2,6 mM KCl 
7,6 mM KCl 
-38 mV 
-36 mV 
-27 mV 
[40] 
Tableau I.7.  Mobilité électrophorétique ou potentiel zêta de différents bactériophages en 
suspension dans différents solvants et différents pH étudiés dans la littérature. 
 
 
Il est à noter que pour Langlet et al. [48], les notions de potentiel zêta et de charge de 
surface couramment utilisées ne sont pas applicables pour interpréter 
quantitativement les données électrocinétiques des systèmes colloïdaux souples 
« complexes », tels que les particules bactériennes ou les bactériophages. Pour ces 
particules, la capside (surface extérieure) est influencée par la chimie des acides 
nucléiques qui se trouvent à l’intérieur, la valeur de la mobilité électrophorétique 
(Eest donc plus représentative pour donner la charge d’un phage.  
5.3. Détermination du caractère hydrophobe 
De nombreux auteurs au cours de différentes études donnent les bactériophages 
MS2, Q et T4 plutôt hydrophobes à pH 7,2 et le phage X174 plutôt hydrophile. Ces 
résultats sont obtenus en déterminant l’adsorption des phages sur colonne en 
utilisant une résine à base d’octyl-Sepharose ou de DEAE-Sepharose [4;40;41;46;49-
51].  
Par ailleurs, Langlet et al. [4] expliquent que Q montre une hydrophobicité relative 
plus grande que le phage MS2. Cette affirmation se base sur la comparaison de l’effet 
de la force ionique sur la stabilité de la suspension de ces phages. Une augmentation 
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de la force ionique de 1 à 100 mM à pH 7 est suffisante pour provoquer l’agrégation 
des particules de Qalors que les phages MS2 ne s’agrègent pas. D’après les auteurs, 
cette tendance à l’agrégation est due à une force attractive plus importante entre les 
particules de Qpour des forces ioniques élevées qui est le résultat d’un caractère 
hydrophobe plus marqué. 
De la même façon, les bactériophages SA et GP seront plus hydrophobes que Q ou 
encore que MS2, SA et GP sont toujours agrégés quels que soient le pH ou la force 
ionique étudiés [4].  
Enfin, certains auteurs ont montré que les interactions hydrophobes sont plus 
importantes que les interactions électrostatiques dans les mécanismes qui 
gouvernent l’adhésion de MS2 sur les surfaces solides [49;52].  
5.4. Conclusion 
Le pH et la force ionique de la suspension de bactériophages sont des paramètres 
importants à prendre en compte car ils ont une influence sur la stabilité et la mobilité 
électrophorétique des virus.  
Selon la bibliographie, il semblerait qu’à pH neutre, quelle que soit la force ionique, 
les phages MS2 soient isolés en suspension. Alors que pour cette même gamme de 
pH les phages Q sont isolés seulement à faible force ionique (I = 1mM).  
Actuellement, il n’existe pas de protocole standardisé satisfaisant décrivant avec 
précision le solvant à employer pour l’obtention d’une suspension isolée de phages. 
Des incertitudes demeurent quant au solvant à utiliser pour disperser les virus, de 
même que sur la durée pendant laquelle une suspension reste stable. Dans cette 
étude, l’effet du solvant de dispersion et la stabilité d’une suspension de 
bactériophages dans le temps seront examinés. 
 
6. Etudes de l’adsorption et de l’inactivation des bactériophages 
Dans le cadre de notre étude, des connaissances sur les propriétés d’inactivation et 
d’adsorption des bactériophages sont importantes car elles influencent le décompte, 
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le transport viral, la survie du virus ou encore son élimination durant les procédés de 
traitement.  
6.1. Les forces d’interactions colloïdales 
Les particules de virus sont de nature colloïdale, on peut donc penser que les théories 
décrivant le comportement colloïdal sont applicables aux virus dans un milieu 
dispersé. Les molécules biologiques « vivantes » sont capables de s'auto associer les 
unes aux autres grâce à plusieurs types de liaisons chimiques faibles, dont les forces 
électrostatiques, les forces de Van der Waals, et les interactions hydrophobes. Etant 
faibles, ces liaisons chimiques nécessitent un rapprochement des molécules les unes 
des autres.  
Les interactions hydrophobes sont des forces de Van Der Waals entre molécules non 
polaires dans un solvant qui les exclut. La balance « hydrophile-hydrophobe » est 
souvent considérée comme élément essentiel pour prédire la capacité d’adhésion des 
virus sur des surfaces [51]. Ainsi, un degré d’hydrophobicité important exclut la 
possibilité d’adsorption significative sur des surfaces hydrophiles. 
Quand le pH est égal au pI, les répulsions électrostatiques sont moins importantes 
que les interactions de Van Der Waals ou que les interactions hydrophobes, qui 
deviennent alors les interactions prédominantes.  
 
6.2. L’adsorption des virus 
L’adsorption des virus sur une surface va dépendre du virus, de la nature de la surface 
adsorbante (charge et hydrophobicité) et des propriétés physico-chimiques du milieu 
(pH, force ionique et nature des ions présents) [53].  
 
Peu de travaux ont été réalisés visant à déterminer l’adsorption de bactériophages sur 
une surface. La majorité des études utilise la culture cellulaire, il est alors difficile 
d’attribuer une diminution de la concentration en bactériophages infectieux à de 
l’adsorption. En effet, l’agrégation et/ou la perte d’infectivité des phages en 
suspension peuvent en être aussi la cause. Dans cette direction, les études 
d’adsorption devront être considérées avec précaution.  
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Ainsi, Farrah et al. [53] ont montré que l’augmentation de la concentration en 
électrolyte 2 :1 (MgCl2) en suspension, pouvait augmenter l’adsorption du virus 
infectieux sur une membrane lorsque les interactions hydrophobes sont dominantes 
(virus et matériau hydrophobes). Au contraire, si les interactions électrostatiques 
prédominent (virus et matériau chargés respectivement négativement et 
positivement) l’adsorption sera réduite. Par ailleurs, un électrolyte 2 :1 (MgCl2) 
entraînera une adsorption plus importante qu’un électrolyte 1 :1 (NaCl, NaI) [54]. Ces 
études basées exclusivement sur la technique de culture bactérienne, ne permettent 
pas d’affirmer que seul le phénomène d’adsorption est responsable de ces 
observations. 
Aussi, l’adsorption des phages est un phénomène réversible, mais lent. 
 
Récemment, la quantification de l’adsorption sur une surface semble rendue possible 
en étudiant la concentration en ARN viraux totaux présents dans la suspension, 
déterminée par RT-PCR. Cette méthode n’étant pas affectée par les processus 
d’agrégation et d’inactivation, car elle compte toutes les capsides virales, le 
changement de la quantité de génomes dans la phase aqueuse sera directement relié 
à l’adsorption sur les surfaces du support. Ceci, à condition que le génome ne soit 
pas dégradé dans la suspension, ce qui est à l’heure actuelle impossible à vérifier. 
Dans cette voie, Langlet et al. [39] ont montré que l’adsorption des phages MS2 sur 
les surfaces d’un réservoir en polystyrène après plusieurs jours était minimisée pour 
un pH supérieur au pI (figure I.5). Pour une étude plus courte (typiquement de 4h), 
cette différence d’adsorption observée pour différents pHs sera beaucoup moins 
visible, voire quasiment nulle [4;39].   
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Figure I.5. Diminution du génome viral en fonction du temps à différents pHs, triangle : pH 
6,7 ; carré : pH 3,9 et rond : pH : 2,5. Cx/C0 est le rapport de la quantité d’ARN viraux totaux au 
temps x sur la quantité d’ARN viraux totaux au temps 0 [39]. 
 
6.3. L’inactivation des virus 
Selon les études, l’inactivation des virus peut être expliquée différemment. 
Clairement, l’inactivation est « la destruction du pouvoir pathogène d’une substance 
ou d’un microorganisme » (définition du Petit Larousse). Dans le cas de virus, 
l’inactivation est le résultat d’une altération de la capside virale. 
Une capside altérée signifie que le virus n’est plus infectieux (non quantifiable par la 
culture bactérienne), mais ceci n’implique pas nécessairement une altération de son 
génome (ARN  présent à l’intérieur de la capside, quantifiable par RT-PCR). Au 
contraire, une altération du génome implique obligatoirement une altération de la 
capside du virus. Lorsque l’adsorption est prise en compte par une mesure au 
préalable, l’inactivation de la capside virale pourra être étudiée en suivant dans le 
temps la concentration en virus infectieux et en la comparant avec la concentration 
en ARN viraux totaux, qui représente la totalité des virus présents en suspension à 
l’instant initial. Dans ce contexte, les conclusions tirées des nombreuses études sur 
l’inactivation effectuées en utilisant seulement la méthode de culture avant que ne 
soit développée la technique de RT-PCR peuvent être souvent controversées. Il est 
difficile de déterminer si une diminution des plages de lyse est due à de l’inactivation, 
de l’agrégation et non à de l’adsorption sans comparaison au préalable avec une 
détection par RT-PCR. 
 
Temps (jours) 
Log10 (Cx/C0) pH 6,7 
pH 2,5 
pH 3,9 
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D’après Gassilloud et al. [36], l’inactivation des particules virales infectieuses suit une 
cinétique d’ordre 1 classique selon l’équation : 
 
 
 
 
Eq I.2.  
 
ai étant le coefficient d’inactivation, Cx la concentration (en ARN viraux totaux ou en 
particules infectieuses) au temps x et C0 la concentration (en ARN viraux totaux ou en 
particules infectieuses) au temps 0. Ceci permet de calculer T90, temps (minutes) 
pour lequel le titre viral a diminué de 90% [36].  
De cette façon, l’étude de la persistance du Poliovirus 1 infectieux et de son génome 
(ARN viraux totaux) a montré une réduction de 4 Log10 des particules infectieuses 
après seulement 19 jours alors que la même réduction est atteinte après plusieurs 
années pour le génome viral (figure I.6). La diminution de la concentration en ARN 
viraux totaux observée sur la figure sur 100 jours est attribuée par les auteurs à la 
présence d’ARNases (enzymes) dans le milieu utilisé détruisant les ARN aussitôt 
libérés des capsides. 
 
 
Figure I.6. Persistance de l’ARN viraux totaux (RT-PCR) du poliovirus 1 et du poliovirus 1 
infectieux dans l’eau minérale à 35°C en fonction du temps. Cx/C0 est le rapport de la quantité 
d’ARN viraux totaux au temps x sur la quantité d’ARN viraux totaux au temps 0, ou le rapport 
de la quantité de virus infectieux au temps x sur la quantité de virus infectieux au temps 0 [36]. 
 
 
Certaines études ont montré que la capacité du virus à survivre pouvait dépendre du 
solvant (pH et sels) et du récipient (présence d’une triple interface air-liquide-solide). 
Temps (jours) 
Log10 (Cx/C0) 
Virus infectieux 
ARN viraux totaux 
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Les résultats obtenus à partir de l’utilisation des techniques de culture et ou de RT-
PCR seront présentés pour chaque paramètre et discutés. 
 
 Inactivation en présence d’une triple interface 
Une diminution de la concentration en phages MS2 infectieux est observée quand 
une triple interphase air-liquide-solide est présente sur un matériau hydrophobe 
typiquement en polypropylène, Téflon ou polyéthylène [55]. Dans ce cas, la triple 
interface est la ligne ou le périmètre pour lequel l’interface air-liquide est en contact 
avec le réservoir. L’utilisation de tubes en verre (hydrophile) n’a conduit à aucune 
diminution de la concentration en phages MS2 infectieux après 3 heures dans toutes 
les expériences effectuées (avec et sans présence d’interface air-eau). Une inactivation 
minimale de MS2 est observée quand l’interface air-eau est complètement éliminée 
des tubes en polypropylène durant le mélange. Les virus présents en suspension qui 
approchent la triple interface par convection et diffusion sont adsorbés et inactivés. Il 
n’est pas évident de dire dans le cas de cette étude si la perte de MS2 observée dans 
un tube hydrophobe est la conséquence d’adsorption du phage sur les parois du 
tube ou de l’inactivation des phages à l’interface air-eau-solide. Une analyse par RT-
PCR aurait permis aux auteurs de différencier ces deux phénomènes. Si une 
diminution des ARN viraux totaux avait été observée, alors l’adsorption des virus sur 
le tube aurait été l’hypothèse la plus probable. Au contraire, si la RT-PCR avait montré 
une concentration constante en ARN viraux alors l’hypothèse de l’inactivation des 
phages MS2 infectieux à la triple interface dans un tube hydrophobe était celle à 
retenir.  
 
 Inactivation du virus dépendant du solvant 
L’effet de la présence de sels sur la perte de virus infectieux a été observé [56]. Ainsi, 
lorsqu’une suspension de phages MS2 est placée sous agitation (170 tr/min), la 
présence de sels conduit à une diminution rapide de la concentration en particules 
infectieuses (Figure I.7). Cette diminution est d’autant plus importante que la 
concentration en sels augmente. Cependant, cette réduction n’est pas seulement due 
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à la présence de sels, car ces observations ne sont pas visibles sans agitation. Ainsi, 
l’inactivation due à la présence d’une interface air-eau-solide constamment 
régénérée par agitation est plus importante lorsque la force ionique de la suspension 
virale augmente. Les auteurs ont éloigné ici l’hypothèse de l’adsorption en la 
quantifiant au préalable, par comparaison des résultats obtenus par la méthode UFP 
aux résultats de perte de radioactivité de carbone 14, la méthode RT-PCR n’étant pas 
encore disponible [56]. 
 
 
 
Figure I.7. Persistance du bactériophage MS2 infectieux dans différentes suspensions 
salines (0,1 ; 0,01 ; 1 et 2,6 M de NaCl) en fonction du temps. Le rapport Cx/C0 représente la 
quantité de particules infectieuses au temps x sur la quantité de particules infectieuses au temps 
0  [56]. 
 
La persistance des bactériophages MS2 et PRD-1 a été évaluée dans l’eau du robinet 
et dans de l’eau ultra-pure. Les phages PRD-1 (phage ADN) n’ont pas de perte 
d’infectivité quelle que soit la qualité de l’eau, alors que l’inactivation des phages 
MS2 dépend de la qualité de l’eau de la suspension. La perte dans l’eau ultra-pure 
des phages MS2 infectieux est rapide (-2 Log10 en 4h, soit 99 %) et plus lente dans 
l’eau du robinet (0,1 Log10 en 4h). Aucune information valable ne semble être donnée 
pour expliquer le mécanisme d’inactivation virale dans l’eau ultra-pure [57]. De plus, 
cette étude a été réalisée sans agitation, l’effet du cisaillement aurait été intéressant à 
contrôler.  
Log10 (Cx/C0) 
Temps (jours) 
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 Autres effets 
La perte en virus MS2 infectieux est rapide avec seulement 1 mg/L de chlore libre à 
pH 6. On observe une réduction de  1,9 Log10 après 1 min et après 3 min plus aucun 
virus infectieux n’est détecté. La réduction observée par RT-PCR est beaucoup plus 
lente avec une perte de 2 Log10 après 3 min et de 3 Log10 après 30 minutes. Le chlore 
libre détériore la capside dans un premier temps sans détériorer le génome [37].  
Dans une étude in vitro, une exposition de 12 heures au soleil a causé l’inactivation 
quasi-totale de suspensions phagiques (X174 et MS2). L’inactivation virale semble 
être le résultat d’une réaction photochimique qui entraîne une altération de l’acide 
nucléique sous l’effet des rayons UV [16]. 
 
Des auteurs ont montré dans une étude que les phénomènes d’adhésion, 
d’agrégation et d’inactivation souvent étudiés séparément sont liés. Gassilloud et al. 
[58] examinent ainsi la contribution de chacun de ces trois phénomènes lorsqu’une 
suspension de poliovirus 1 diluée dans une eau souterraine est placée dans un 
récipient hydrophobe (polypropylène) maintenu à 20°C dans l’obscurité. Ces auteurs 
observent alors que durant les 20 premiers jours, l’inactivation des poliovirus est le 
phénomène majoritaire avec une diminution de virus infectieux de 2,8 Log10, alors 
que la diminution de la quantité des phages totaux due à l’adsorption est inférieure 
(1,5 Log10). Mais après 20 jours, l’adsorption est le phénomène prépondérant, 
favorisée par la présence de sels divalents dans la suspension. L’agrégation et 
l’inactivation sont alors négligeables, responsables de la diminution de la 
concentration en poliovirus infectieux respectivement de 0,66-092 Log10 et 0,38-0,64 
Log10. Par conséquent, l’étude de la survie des virus dans un système doit tenir 
compte à la fois des phénomènes d’agrégation et d’adsorption, qui peuvent être 
responsables de la diminution du nombre de virus infectieux présents en suspension. 
Ces même auteurs recommandent l’utilisation du PBS car l’inactivation des virus 
infectieux et la perte en ARN viraux totaux sont négligeables pendant environ 10 
jours dans ce solvant [58].  
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6.4. Conclusion 
Le phénomène d’adsorption est difficilement quantifiable, il peut l’être par l’utilisation 
de la RT-PCR à condition que le génome du virus ne soit pas dégradé. L’ajout de sels 
divalents dans une suspension de phages peut contribuer à l’adsorption si les forces 
hydrophobes sont prédominantes, ou au contraire diminuer l’adsorption quand les 
interactions électrostatiques attractives (phages et surface de charges de signes 
opposés) sont plus importantes. L’adsorption est un phénomène au moins 
partiellement réversible et les phages désorbés peuvent garder leur caractère 
infectieux. 
 
La diminution de la concentration en phages infectieux pourra être évaluée en 
comparant l’évolution de la concentration par RT-PCR et par UFP. Ainsi si la 
concentration en ARN viraux totaux est stable mais que la concentration en virus 
infectieux diminue au cours du temps, la réduction en phages infectieux sera due à 
une inactivation et/ou une agrégation des virus. Ces deux phénomènes pouvant être 
réversibles, il sera nécessaire de tenir compte de leurs effets.  
La présence d’une interface triple air-eau-solide importante ou renouvelée (par 
agitation par exemple) dans un récipient hydrophobe et d’une concentration 
importante en  électrolyte 2 :1, sont des facteurs entraînant une diminution du 
caractère infectieux des phages présents en suspension. Aussi, les phages auront 
tendance à perdre leur infectivité plus rapidement dans de l’eau ultra pure ou dans 
l’eau de surface que dans du PBS. L’inactivation est un processus souvent lié à 
l’adsorption et/ou à l’agrégation, il est important d’étudier tous ces phénomènes en 
parallèle. 
 
La méthode de RT-PCR est donc un outil complémentaire pour étudier l’adsorption et 
l’inactivation. Les conclusions basées seulement sur la technique de culture pouvant 
être spéculatives dans certaines études. Pour la mise en place d’un protocole de 
filtration, nous nous appliquerons à prendre en compte les phénomènes 
d’inactivation et d’adsorption, ces derniers pouvant affecter l’élimination apparente 
des virus. 
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7. Procédés de filtration par membrane 
Les technologies membranaires sont devenues incontournables pour retenir 
efficacement les microorganismes, tels que les bactéries ou les virus présents dans les 
eaux [59]. Elles présentent de nombreux avantages (température ambiante, sans ajout 
de produits chimiques, qualité de l’eau obtenue constante, mise en œuvre et 
maintenance faciles). Cependant ces procédés ont quelques inconvénients, comme 
une sélectivité insuffisante résultant de la composition des solutions à traiter, des 
conditions opératoires utilisées et de la structure de la membrane. Enfin, le colmatage 
de la membrane qui dépend principalement de l’origine de l’eau est le phénomène 
limitant. 
7.1. Principe 
La filtration sur membrane est un procédé de séparation physique, la membrane 
utilisée étant un matériau poreux semi-perméable qui autorise le passage sélectif de 
certains composés d’un milieu à l’autre (figure I.8). 
 
Figure I.8. Schéma de principe des procédés à membrane. 
Source : http://www.alting.fr/images/retentat.jpg. 
 
Ce procédé produit d’une part le rétentat composé des molécules et/ou des 
particules de taille supérieure à celle des pores de la membrane mais aussi des 
éléments susceptibles de passer à travers la membrane mais qui sont entraînés par le 
flux, et d’autre part le perméat constitué du solvant et des éléments capables de 
traverser la membrane.  
La force agissante est une différence de pression appliquée de part et d’autre de la 
membrane souvent appelée pression transmembranaire. 
Membrane 
Perméat 
Rétentat Alimentation 
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En fonction de la taille des pores de la membrane mise en œuvre, on peut distinguer, 
la microfiltration (MF), l’ultrafiltration (UF), la nanofiltration (NF) et l’osmose inverse 
(OI) (Figure I.9). Dans le cadre de notre étude (production industrielle d’eau potable à 
partir d’eau de surface ou de nappe), ce sont les membranes d’ultrafiltration qui 
seront utilisées. Mais, la nanofiltration peut parfois être aussi employée pour produire 
de l’eau potable. 
 
Figure I.9. Classification des procédés membranaires utilisant la pression comme force 
agissante [1]. 
 
 
Au cours d’une opération de filtration, deux modes de fonctionnement peuvent être 
distingués : le mode frontal et le mode tangentiel (figure I.10). 
 
                
Figure I.10. Représentation schématique de la filtration frontale et de la filtration 
tangentielle [60]. 
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En mode frontal, l’écoulement du fluide est normal à la membrane. Les espèces 
amenées vers la membrane s’y accumulent de façon continue, ce qui engendre une 
augmentation de la résistance hydraulique notamment par la production d’un gâteau 
de filtration. Le mode frontal permet de réduire fortement les coûts d’énergie (pas de 
pompe de recirculation). Il est conventionnellement le plus utilisé dans le traitement 
de l’eau [61]. 
En mode tangentiel, le fluide circule parallèlement à la surface de la membrane. La 
vitesse de circulation impose alors une contrainte de cisaillement qui limite 
l’accumulation de matière à la surface de la membrane. Le mode tangentiel peut 
prévenir le développement de gâteau sur la surface de la membrane et contrôler le 
colmatage. En contre partie, le pompage augmente le coût d’exploitation du procédé.  
 
 
Il existe deux grands types de membranes : les membranes symétriques et 
asymétriques (figure I.11).  
 
 
 
 
Figure I.11. Structure schématique des membranes symétriques et asymétriques. 
 
 
Les membranes symétriques sont caractérisées par une structure uniforme dans le 
sens de l’écoulement à travers les pores. Les membranes asymétriques sont 
constituées de deux couches (parfois plus) superposées : 
-  une « peau » très fine (inférieur à 1 m) composée de petits pores et qui fait office 
de surface filtrante ;  
- une sous-couche d’épaisseur plus importante, de texture relativement poreuse, qui 
joue le rôle de support mécanique à la surface filtrante.  
Les propriétés de séparation de la membrane dépendent surtout de la structure de sa 
peau. 
Les membranes asymétriques sont divisées en deux sous-groupes : les membranes 
anisotropes et les membranes composites. Les membranes anisotropes ont la 
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particularité d’être préparées en une seule étape à partir du même matériau. Les 
membranes composites sont obtenues en déposant sur un support poreux 
préalablement formé une fine pellicule semi-perméable de 10 à 100 nm, appelée 
peau. Le support poreux et la peau active sont constitués de matériaux différents, 
d’où le nom de membranes composites. Elles ont été développées en vue 
d’augmenter la perméabilité des membranes asymétriques classiques en réduisant 
l’épaisseur de la peau.  
 
Les membranes peuvent être constituées de matériaux organiques ou minéraux. 
Les membranes organiques sont obtenues à partir de polymères (acétate de 
cellulose, polysulfone, etc.). La peau filtrante des membranes minérales ou 
inorganiques est constituée d’un oxyde métallique, alors que le support poreux peut 
être en carbone, ou en oxyde.   
 
Les membranes se présentent sous plusieurs géométries : plane, tubulaire, spirale et 
fibre creuse. Les membranes de géométrie fibre creuse sont très souvent utilisées 
dans la production d’eau potable à cause de leur compacité élevée qui varie de 1000 
à 10 000 m²/m3. Les fibres creuses sont généralement à structure asymétrique, ont un 
diamètre intérieur de 50 à 1500 m et un diamètre extérieur de 100 à 2000 m. Les 
modules peuvent être constitués de quelques milliers à plusieurs millions de fibres 
creuses. Ces fibres sont obtenues par des procédés de filage. Cette configuration sera 
utilisée dans cette étude (Figure I.12). Dans cette géométrie, la membrane peut 
posséder selon le procédé de fabrication, une double peau. 
 
       I - Etat de l’art 
 
49 
 
 
Figure I.12. Fibre creuse observée au microscope électronique à balayage. 
 
Enfin, différents sens de filtration sont possibles avec les membranes fibres creuses. 
Le passage du fluide à traiter a lieu soit de l’intérieur vers l’extérieur (peau membrane 
interne), soit de l’extérieur vers l’intérieur (peau membrane externe).  
7.2. Capacité de rétention 
Dans le cadre de notre étude, nous serons amenés à étudier la rétention de 
bactériophages lors d’une ultrafiltration. Plusieurs phénomènes peuvent contribuer à 
la rétention de bactériophages: l’exclusion stérique, la formation d’un gâteau et le 
colmatage de la membrane qui va dépendre de la qualité de l’eau et des 
caractéristiques de la membrane (perméabilité, distribution de tailles de pores) mais 
aussi, des interactions électrostatiques et hydrophobes entre le virus et la membrane. 
Par conséquent, les caractéristiques de la membrane et la chimie des suspensions 
filtrées devront être déterminées et contrôlées selon Jacangelo et al. [21].  
Par ailleurs, même s’il est reconnu que les virus ont toutes les chances de s’adsorber 
sur les particules colloïdales et donc avoir une taille appararente plus importante que 
celle des virus isolés, nous rechercherons dans ce travail à maintenir les virus sous 
forme isolée. 
Les membranes de microfiltration sont principalement utilisées pour la rétention 
d’algues, de protozoaires, de bactéries (Abattement entre 4-7 Log10 pour Giardia et 
Cryptospridium en utilisant une membrane de 0,1 m). Par ailleurs, les membranes 
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d’UF résistent mieux au colmatage que les membranes de MF dans les applications 
de production d’eau potable [62]. 
7.2.1. Détermination de l’efficacité de la rétention 
Afin de déterminer les capacités d’abattement des microorganismes lors de la 
production d’eau potable, une méthode basée sur la détection d’une contamination 
du perméat est souvent utilisée. Elle consiste à doper la suspension d’alimentation 
avec un microorganisme modèle et contrôler la concentration en microorganismes de 
part et d’autre de la membrane. L’efficacité du procédé est évaluée à travers la 
détermination du taux de rétention TR : 
 
 
Eq I.3.  
 
Les concentrations en microorganismes dans le rétentat Cv,R (l’indice v indique qu’il 
s’agit de virus) et dans le perméat Cv,P sont exprimées en nombre d’Unités Formant 
Plages par millilitre de suspension (UFP/mL) dans le cas d’une analyse par culture ou 
équivalent UFP/mL dans le cas d’une RT-PCR. 
Lorsque les taux de rétention sont très élevés, comme cela est le cas lorsque l’on 
cherche à éliminer les microorganismes lors de la production d’eau potable destinée 
à la consommation humaine, on utilise plus souvent l’abattement logarithmique (Log 
Reduction Value, LRV) défini par : 
 
 
Eq I.4.  
 
En considérant les équations 3 et 4, nous avons alors : 
 
 
Eq I.5.  
7.2.2. Effet stérique  
Dans le cas de l’ultrafiltration, la séparation s’effectue principalement selon un 
mécanisme d’exclusion par la taille. Ainsi, soit Dv le diamètre de la particule virale et 
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Dp le diamètre moyen des pores membranaires, si on néglige l’influence des autres 
mécanismes de sélectivité pour des particules rigides et sphériques de taille 
équivalentes, alors seules les particules telles que Dp>Dv sont susceptibles d’être 
transportées jusqu’au perméat. Les particules telles que Dp<Dv sont retenues 
totalement et leur taux de rétention est proche de 100%. 
Cependant, dans le premier cas, à cause de l’encombrement stérique des particules 
qui limite leur pénétration dans les pores membranaires, le taux de rétention observé 
n’est pas nul. Dans le cas d’un système monodisperse, le taux de rétention peut être 
évalué à l’aide de la loi de Ferry (1936) : 
 
 pour Dv/Dp <1 
 
 
Eq I.6.  
 
Le phénomène de tamisage stérique est à l’origine de l’une des principales méthodes 
d’évaluation de la sélectivité des membranes d’ultrafiltration représentée par la 
rétention de traceurs dont le protocole normalisé [AFNOR, 1997][63] est décrit dans 
le chapitre II (paragraphe 5.2.2) de ce travail. 
7.3. Membrane et virus 
Pour évaluer la rétention de microorganismes par différentes membranes, et pour 
comprendre à l’échelle moléculaire les mécanismes de rétention, les conditions du 
« pire-cas » (déterminées dans l’introduction) sont utilisées où la pénétration du virus 
à travers la membrane est facilitée [59]. Les essais sont effectués en l’absence d’autres 
constituants que le virus lui-même, afin d’éviter le colmatage de la membrane qui 
pourrait augmenter le taux de rétention ou l’adsorption du virus sur des composés 
plus gros. En effet, en ajoutant avec le virus une protéine [44], un coagulant, de la 
boue, de la matière organique [64] ou encore une bactérie, de nombreuses études 
ont montré que la rétention en virus augmentait. D’autre part, le virus en suspension 
doit rester sous forme isolée, des agrégats pouvant être mieux retenus par la 
membrane par exclusion stérique, la capacité de rétention de virus de la membrane 
serait alors surestimée. 
       I - Etat de l’art 
52 
 
Enfin, les conditions pour lesquelles les répulsions électrostatiques jouent un rôle 
devront être déterminées pour limiter l’adhésion des virus sur les membranes de 
charge opposée. Les interactions hydrophobes seront à l’inverse minimisées avec 
l’utilisation de membranes hydrophiles étant donné le caractère hydrophobe de la 
majorité des phages (paragraphe 5.3). 
7.3.1. Méthodes de quantification utilisées 
Comme nous l’avons décrit dans la partie 4 de ce chapitre deux méthodes de 
détection sont disponibles pour déterminer les concentrations en bactériophages, la 
méthode UFP et la méthode de RT-PCR. 
L’utilisation de la technique UFP ne tient pas compte de la stabilité des particules 
infectieuses (agrégées ou pas) dans le perméat et/ou dans le rétentat. De plus lors de 
son utilisation, la concentration de l’alimentation en recirculation peut diminuer en 
cours de filtration suite aux mécanismes présentés dans le paragraphe 6, une analyse 
simultanée des perméats et des rétentats à un instant donné est alors nécessaire 
pour estimer la rétention d’une membrane. Dans de nombreuses études, les auteurs 
ne caractérisent que la suspension prélevée dans le perméat et considèrent la 
suspension du rétentat équivalente à la concentration d’alimentation, or cette 
dernière peut diminuer au cours de la filtration entraînant une surestimation de la 
concentration du rétentat et ainsi une surévaluation de la capacité de rétention en 
virus de la membrane étudiée [6].  
En dépit de ces limitations, la méthode UFP est largement adoptée par la 
communauté et plus tard considérée comme la technique de référence pour la 
quantification lors d’études de procédés d’élimination des virus. La RT-PCR est une 
technique récente, très peu d’études ont utilisé cette méthode de quantification 
[3;65]. 
7.3.2. Paramètres affectant la rétention 
Les différents paramètres pouvant avoir un impact sur l’efficacité de la rétention sont 
détaillés ci-dessous : 
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 Effet de la taille du virus 
Dans le cas de l’ultrafiltration, la séparation s’effectue principalement selon un 
mécanisme d’exclusion stérique (décrit précédemment). En déterminant la taille du 
virus et en la comparant à celle de la taille des pores de la membrane, on peut prévoir 
si un virus sera retenu ou non par une membrane donnée. Ainsi T4 de taille plus 
importante que MS2 ou encore que X174 sera mieux retenu par une membrane 
lorsqu’une filtration est effectuée à différentes pressions (1-5 bar) [41]. 
Différentes membranes présentant des seuils de coupure de 50, 13 et 6 kDa ont été 
étudiées pour leur capacité à retenir les phages PP7 et le poliovirus infectieux (28 et 
30 nm respectivement) dans de l’eau ultra pure et dans une solution saline (1% de 
bouillon de trypto-peptone-soja). La rétention maximale est obtenue pour les 
membranes 13 et 6 kDa, (LRV>6 Log10) quels que soient les microorganismes ou le 
solvant étudiés, alors que la membrane de 50 kDa laisse passer les phages, l’effet 
stérique est alors le mécanisme prédominant [66]. 
 Effet de la physico-chimie sur la rétention  
Au delà de la taille du virus par rapport à celle des pores de la membrane, plusieurs 
facteurs peuvent rentrer en jeu dans la rétention, comme le pH, la force ionique 
l’hydrophobicité ou la charge. 
 
L’effet du pH sur la rétention de bactériophages n’est pas négligeable. En effet, 
Herath et al. [44] ont montré que la rétention de bactériophages MS2 et Q (25 nm) 
sur des membranes de microfiltration de 0,05 m de diamètre moyen de pores était 
meilleure aux faibles valeurs de pH, et maximale lorsque le pH est proche de leur 
point isoélectrique (Figure I.13). Pour des pH inférieurs au point isoélectrique, une 
agrégation du virus a lieu comme nous l’avons vu lors des études sur les dispersions 
de virus en 5.1, entraînant ainsi une meilleure élimination virale et une surestimation 
des capacités de rétention de la membrane.  
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Figure I.13. Evolution du taux de rétention (TR) des bactériophages Q(a) et MS2 (b) filtrés 
sur des membranes de 0,05 m (pI respectifs étant de 5,3 et 3,9) [44]. 
 
 
Pour les phages GA et SP, quels que soient la force ionique et le pH, une agrégation 
est observée. Ce ne sont donc pas de bons traceurs pour représenter le pire scénario 
dans le cas d’une filtration membranaire car ils seront plus facilement retenus par 
exclusion stérique [4].  
 
Le matériau membranaire pouvant être différemment chargé, cela peut avoir une 
incidence sur la rétention d’un virus. Ainsi une membrane en polyamide (PA) sera plus 
efficace en terme de rétention de MS2 qu’une membrane en polysulfone (PS), ou 
encore qu’une membrane en acétate de cellulose (CA). Les membranes en PA et PS 
étant légèrement chargées négativement alors que la membrane en CA est neutre, le 
MS2 étant chargé négativement à pH neutre, la rétention du virus par répulsions 
électrostatiques sera prédominante [67]. 
 La rétention par adsorption du virus sur la membrane est quant à elle favorisée 
quand ceux-ci sont de charges opposés. 
A pH neutre, le bactériophage MS2 est chargé négativement, donc son adsorption 
sur les membranes est minimisée car les membranes utilisées dans les procédés de 
traitement des eaux sont souvent chargées négativement, entraînant des interactions 
électrostatiques répulsives significatives entre le virus et la membrane, représentant 
alors le pire cas en terme d’efficacité de rétention de virus [3;4]. 
 
Selon les études, l’impact de la présence de sels dans la suspension d’alimentation 
contenant des virus peut avoir des effets différents sur une rétention par la 
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membrane. Des auteurs expliquent que l’ajout de sels en faible quantité (NaCl < 4 
mM) n’aura pas d’influence sur la rétention des phages MS2 et Qà pH6,3[44]. Des 
études montrent au contraire, que la présence de sels, pour des pHs compris entre 
3,9 et 7 (NaCl = 20 mM), améliore la rétention en MS2 sur une membrane MF 
hydrophobe. La diminution de la couche de Gouy autour des particules permet 
d’augmenter les chances d’adhésion des phages sur la membrane [52], il ne s’agit pas 
alors d’une rétention par effet stérique.  D’une autre façon, des études ont montré 
que la présence de sels  (NaCl = 2 mM) facilitait le passage des virus à travers la 
membrane à pH neutre. La charge apparente des virus en diminuant en présence de 
sels, les répulsions entre les virus et la membrane diminuent également et les virus 
peuvent alors plus facilement la traverser [66;68]. L’effet du sel sur la rétention de 
virus par une membrane d’UF n’est pas clairement établi et sera donc étudié dans ce 
travail. 
 Rétention par interactions hydrophobe 
Une meilleure rétention de MS2 (hydrophobe) sera obtenue sur une membrane 
hydrophobe. Une étude a montré que deux virus de taille identique (MS2 et X174) 
mais d’hydrophobicité différente (MS2 hydrophobe et X174 hydrophile) montrent 
des taux de rétention différents sur une membrane hydrophobe, en effet MS2 est 
mieux retenu que X174 [53].  
 
Toutes ces conditions ont été mises en avant lors d’une étude réalisée par Pontius et 
al. [46], qui décrit parfaitement tous les paramètres à prendre en compte lors d’une 
filtration de bactériophages (Figure I.14). Ainsi, la rétention d’une suspension de 
phages MS2 (I égale 10 mM (NaCl)) aux pH 6,5 et 8,5 sur une même membrane sera 
identique. Il n’y a pas d’effet du pH dès lors que celui-ci se trouve autour de 7. Il 
apparaît qu’une membrane hydrophobe qu’elle soit MF ou UF retiendra mieux MS2 
qu’une membrane hydrophile.  
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Figure I.14. Valeur absolue du logarithme de la concentration en phages MS2 infectieux dans 
le perméat (C) (pour un volume déterminé dépendant de la surface membranaire)  sur la 
concentration en phages infectieux au temps 0 dans l’alimentation (C0) sur différentes 
membranes intègres MF et UF, hydrophile et hydrophobe, à pH 6,5 et 8,5 et avec une 
suspension contenant 10 mM NaCl [46]. 
 
7.3.3. Comparaison de LRV obtenus par UFP et RT-PCR 
Comme nous l’avons expliqué dans la partie 4 de ce chapitre, deux méthodes sont 
utilisables pour déterminer les concentrations en virus dans les échantillons de 
perméat et de rétentat prélevés au cours d’une expérience de filtration. A l’heure 
actuelle, seulement deux études ont utilisé et comparé les résultats obtenus avec ces 
deux techniques.  
Ainsi, Langlet et al. [3] ont utilisé ces deux méthodes, afin de comparer la rétention 
des bactériophages MS2 et Q par plusieurs membranes d’ultrafiltration et de 
microfiltration. La figure I.15 montre les abattements déterminés pour les 2 phages 
présents dans la suspension d’alimentation à plusieurs concentrations (103 à 106 
UFP/ml) sur 4 membranes. En considérant les abattements de MS2, une relation 
linéaire est obtenue entre les LRV évalués par UFP et ceux estimés par RT-PCR. Bien 
que le nombre d’expériences de filtration avec Q soit plus faible (n =9) par rapport à 
MS2 (n=47), des conclusions similaires sont atteintes pour la rétention de Q. Les 
tendances statistiques des données reportées indiquent clairement que la rétention 
de phages obtenue par UFP est plus grande de 1 Log10 environ par rapport à celle 
obtenue par RT-PCR. Deux hypothèses sont données pour expliquer cette 
observation : 1) durant la filtration, on force les particules virales à traverser les pores 
de la membrane ce qui peut rapprocher les particules les unes des autres dans 
l’espace confiné du pore en dépit des interactions électrostatiques inter particulaires 
Log10 (C/C0)  
UF hydrophile       UF hydrophobe              MF hydrophile          MF hydrophobe 
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et une faible concentration de virus, une agrégation a alors lieu entraînant une 
diminution du comptage par UFP dans le perméat ; 2) les particules non infectieuses 
sont moins éliminées que les particules infectieuses. Les auteurs expliquent 
qu’aucune des deux hypothèses ne peut être vérifiée par le manque de méthodes 
actuellement disponibles. 
 
 
 
 
 
Figure I.15. Taux de rétention de MS2 ( ♦ ) et Q (  ) sur des membranes de microfiltration 
et d’ultrafiltration à l’échelle du laboratoire dans une solution de 0,2 mM PBS à pH6,7 [3]. 
 
L’abattement des phages MS2 et Q ainsi que les pourcentages des perméats positifs 
obtenus à la suite de filtration sur différentes membranes MF et UF au cours de cette 
même étude sont rassemblés dans le tableau I.8. Les échantillons ont été analysés 
seulement par RT-PCR étant donné les résultats obtenus via la figure I.15, donnant 
cette technique comme représentant le pire « cas ». Les abattements obtenus sont 
inférieurs (-1 Log10) à ceux déterminés par la méthode UFP.  
D’une manière générale, la rétention de MS2 et de Q augmente significativement 
quand la taille moyenne des pores diminue. Q est systématiquement moins retenu 
que MS2 pour une membrane de taille de pores supérieure à 0,025 m. Le 
pourcentage de perméats positifs, (génomes détectés) pour la membrane UF3 de 
taille de pore moyen égale à la taille des phages diffère pour MS2 et Q. 33% des 
LRV 
(ARN viraux 
totaux) 
LRV 
(Phages infectieux) 
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perméats sont positifs pour MS2 alors que 100% des perméats sont positifs pour Q. 
Cela suggère que Q transfère plus facilement à travers la membrane que MS2.  
Ces auteurs suggèrent que le génome compris à l’intérieur de la capside du virus a 
une influence sur la charge extérieure du virus. Etant donné que le génome est plus 
long pour Q (4160 nucléotides pour Q comparé à 3569 pour MS2) cela peut 
entraîner une répulsion effective plus importante entre particule-particule et 
particule-membrane (toutes deux chargées négativement) et ainsi conduire à une 
moins bonne rétention du Q par une expulsion depuis les pores vers le perméat. 
 
Membranes Taille de pore 
moyenne 
(m) 
MS2 Q 
Perméats 
positifs 
Taux de 
rétention 
viral (Log10) 
Perméats 
positifs 
Taux de 
rétention 
viral (Log10) 
MF1 
UF2 
UF3 
UF1 
0,1 
0,05 
0,025 
0,01 
100% (n=3) 
100% (n=3) 
33% (n=3) 
0% (n=3) 
1,79 0,09 
3,54 0,56 
>4,89 
>6  
100% (n=3) 
100% (n=3) 
100% (n=3) 
0% (n=3) 
1,25 0,05 
1,54 0,32 
3,25 0,32 
>6 
Tableau I.8. Taux de rétention des phages MS2 et Q obtenus après microfiltration et 
ultrafiltration. Les perméats sont analysés par RT-PCR. Les perméats sont considérés positifs 
quand un génome est détecté [3].  
 
Une autre étude menée par Shirasaki et al. [6] qui couple la coagulation et la 
microfiltration, a montré que la rétention de MS2 et de Q infectieux est identique 
(Figure I.16). Par contre la rétention de Q total est moins importante par rapport à 
MS2 à cause d’une interaction sélective avec le gâteau, les MS2 inactivés sont mieux 
retenus par le gâteau que les Q inactivés. Ainsi, la même observation est retrouvée 
dans cette étude, le génome de Q passe plus facilement que le génome de MS2. 
Leurs hypothèses pour expliquer ce phénomène sont: 1) une différence 
d’hydrophobicité de ces phages, 2) une différence de charge entre bactériophages 
inactivés et particules infectieuses qui peut altérer les interactions électrostatiques 
dans le gâteau [6]. 
 
 Ces auteurs soulignent alors à leur tour qu’il est important d’utiliser les deux 
méthodes d’analyse (UFP et RT-PCR) afin d’évaluer la rétention des génomes totaux 
(ARN viraux totaux) autant que des bactériophages infectieux, car les phages peuvent 
retrouver leur infectivité dans le système de distribution d’eau. 
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1 
1 
Figure I.16. Abattement des bactériophages infectieux et totaux obtenu après un système de 
coagulation-MF céramique. Les symboles ouverts et solides représentent respectivement Q et 
MS2. Les cercles et les carrés représentent les bactériophages infectieux et totaux 
respectivement. Les concentrations initiales des bactériophages dans l’eau brute sont environ 
égales à 10
8 
UFP/mL. Le dosage de coagulant est de 1,08 mg-Al/L, et le temps de coagulation est 
de 1,8 s. Le LRV est défini pas la valeur absolue de C0/Cx, qui est le rapport de la quantité de 
phages infectieux ou d’ARN viraux totaux au temps 0 sur la quantité de phages infectieux ou 
d’ARN viraux totaux au temps x [6]. 
 
 
Langlet et al. [3] expliquent que pour valider la méthode RT-PCR pour des 
expériences de filtration à plus grande échelle, des précautions devront être prises, 
spécialement dans la standardisation des préparations des suspensions stock de 
virus, dans le but d’avoir un rapport constant entre les particules infectieuses et les 
particules non-infectieuses.  
7.3.4. Conclusion 
Pour évaluer la rétention d’une membrane, le « pire cas » doit être recherché, 
correspondant à une rétention des virus la plus faible possible. La filtration à pH 
neutre permet d’obtenir une rétention minimale des phages MS2 et Q. L’effet de la 
présence de sels devra être approfondi, car il n’a pas été clairement identifié lors 
d’une ultrafiltration de bactériophages. En fonction des études disponibles les sels 
peuvent augmenter la rétention ou encore la diminuer. L’utilisation en parallèle des 
techniques de détection par UFP et par RT-PCR s’avère nécessaire pour étudier de 
manière précise l’efficacité d’une membrane. La totalité des ARN viraux pour certains 
phages semble passer à travers celle ci plus facilement que les phages infectieux. 
LRV 
Temps (heures) 
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Mais, la technique de RT-PCR ne différenciant pas les phages infectieux, des phages 
détériorés ou désactivés, il est difficile de savoir quel est l’état des phages retrouvés 
dans le perméat. 
Enfin, la rétention obtenue avec les phages MS2 et Qpouvant être différente dans 
les mêmes conditions d’utilisation, une étude comparative est nécessaire afin de 
déterminer le meilleur traceur permettant de caractériser la rétention d’une 
membrane. Celui-ci devra passer à travers la membrane plus facilement dans les 
mêmes conditions opératoires.  
 
7.4. Conditions opératoires 
Dans le cas d’un test de filtration, les conditions opératoires peuvent avoir une 
importance cruciale quant aux résultats obtenus, il est alors impératif de les détailler 
et de les prendre en compte. Les caractéristiques de la membrane (MF/UF, 
hydrophile/hydrophobe, chargée positivement/négativement) ainsi que de la 
suspension de virus (présence de sels, concentration, pH, température), mais aussi les 
conditions dans lesquelles le test est effectué (temps de filtration, pression…) sont un 
ensemble de paramètres à étudier. 
La réglementation de l’US-EPA ne donne pas précisément le solvant à employer [8]. Il 
recommande d’utiliser une eau de très haute qualité contenant une faible 
concentration de solides en suspension pour minimiser le colmatage de la 
membrane. Les conditions de pH et de force ionique ne sont pas clairement établies 
mais doivent être considérer en fonction des marqueurs testés afin que ces derniers 
soient dispersés dans la suspension. Pour les organismes vivants l’ajout de tampon 
phosphate est recommandé afin de maintenir les organismes infectieux dans la 
suspension et éviter l’agrégation.  
 
Le tableau I.9, regroupe les différentes conditions de mise en suspension relevées 
dans différentes études de filtration pertinentes. On notera que le solvant varie en 
fonction des études et n’est pas toujours clairement précisé, la plupart des études 
utilisent une solution saline contenant une petite quantité de sels typiquement 0,2 
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mM de PBS ou alors une solution totalement neutre (eau stérile, eau ultra pure). Les 
bactériophages MS2 et Q sont les plus étudiés. Le pH neutre et la température 
ambiante sont souvent imposés. 
 
Solvant Phages 
 
Concentration 
(UFP/mL) 
pH T (°C) Références 
Eau distillée +2 mg/L NaCl 
Eau distillée + 1 mM PBS 
Eau distillée stérile 
Eau pure 
0,2 mM PBS 
(K2HPO4/KH2PO4) 
Ultra pure + 0,85% saline 
Eau d’étang+PMMA 
(suspension de Poly-Pethyl-
Methacrylate de diamètre 
0,15 m) 
1 mM PBS 
MS2 
MS2 
MS2, X174, T4 
MS2, Q, T4 
MS2 et Q 
 
T1, PP7 
Q
 
 
 
Q 
10
8
-10
4 
10
6 
10
9 
10
3
-10
6
 
10
6
, 10
5
, 10
4
  
et 10
3
 
10
7
 
10
10 
 
 
 
10
7
 
6,0  0,5 
7 
7 
- 
6,7 
 
- 
7-8 
 
 
 
7 
- 
- 
20 
25 
22 2 
 
- 
- 
 
 
 
- 
[21;59] 
[41] 
[44] 
[66] 
[3] 
 
[69] 
[70] 
 
 
 
[71] 
Tableau I.9.  Conditions de mises en suspension de différents bactériophages. 
 
Le temps de filtration durant lequel la concentration dans l’alimentation reste 
constante est un paramètre pris en compte dans certains travaux, mais pas toujours 
clairement précisé. Ainsi, Acker et al. [71], préconisent un temps de filtration inférieur 
à 6 minutes sans donner plus de détails ce qui rend la réalisation des expériences 
difficile et le prélèvement d’échantillons multiples impossible. Langlet et al. [3], ne 
donnent pas de temps de filtration mais expliquent que cela dépend des 
perméabilités des membranes testées, et recommandent le passage de 400 mL de 
suspension virale au minimum, l’aire membranaire utilisée n’est pas rapportée. Dans 
tous les cas, la concentration mesurée dans le perméat dépend de la concentration 
de l’alimentation, il est donc recommandé de travailler à haute concentration, car la 
quantité de phages retrouvés dans le perméat doit atteindre une concentration 
supérieure aux limites de détection des méthodes de culture et de RT-PCR. De plus, 
Langlet et al. ont remarqué qu’en dépit d’une très haute concentration utilisée (1011 
UFP/ml), les mesures de taille de MS2 ou de Q démontrent l’absence d’agrégation 
des particules à pH neutre. Ainsi, en travaillant avec une concentration virale 
inférieure à 1011 UFP/ml, les auteurs expliquent qu’ils s’affranchissent de la présence 
d’agrégats dans la suspension d’alimentation [3].  
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De la même manière, afin de contrôler la perte de phages infectieux par inactivation 
et ainsi augmenter la présence de bactériophages en suspension durant la filtration 
dans certains solvants (eau d’étang dans le cadre de cette étude), Urase et al. [69] 
rajoutent des phages Q après 15 minutes de filtration de manière à maintenir une 
concentration en phages constante pendant environ 2 heures. Une autre étude [67] a 
estimé la perte en virus infectieux inférieure à 0,1 Log10 sur l’équipement de filtration 
(réservoir en inox, tuyaux), en l’absence de membrane. 
 
En conclusion, peu d’informations sont données sur les conditions opératoires 
utilisées lorsqu’une filtration membranaire est effectuée. Un pH neutre, une 
température ambiante, une concentration relativement élevée de bactériophages 
MS2 et Q sont recommandées. Par contre, le solvant utilisé pour la mise en 
suspension des phages n’est pas clairement établi, certains auteurs utilisent une 
solution saline très peu concentrée en sels, d’autres au contraire utilisent une solution 
neutre, typiquement de l’eau distillée ou de l’eau ultra pure. Une évaluation plus 
approfondie de l’effet du sel dans la suspension de phages filtrée, de même que la 
détermination d’un temps de filtration durant lequel la perte de la concentration en 
phages dans l’alimentation reste acceptable devront être abordées dans ce travail. 
7.5. Autres traceurs 
Parallèlement, des colloïdes non biologiques (polymères, inorganiques) sont utilisés 
pour simuler le comportement des microorganismes qui sont des colloïdes 
biologiques, car ils ont la même taille (1 nm à 1 m) et le même signe de charge 
(négative). La rétention de bactériophages MS2 et de nanoparticules d’or (12 +/- 3 
nm) sur des membranes d’UF 0,5-100 kDa a été étudiée. Les réponses des 
membranes lors de la filtration des substituts non biologiques sont fortement 
cohérentes avec la filtration de MS2 [71]. De la même façon, les particules d’or (50 
nm) ou les billes de polystyrène (1 m) présentent une rétention similaire à celle 
observée lors de la filtration d’une suspension de Poliovirus ou d’E. coli séparément. 
Par contre lors de la filtration de mélanges de particules non biologiques (particules 
d’or et billes de polystyrène), une augmentation du transfert des particules d’or est 
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observée. Pour des particules biologiques, les poliovirus ne transfèrent pas plus 
facilement en présence d’E.coli dans la suspension. L’addition d’E.coli fournit des sites 
pour l’adsorption de virus sur la surface des bactéries et par conséquent augmente la 
rétention des virus. Ces observations résultent d’interactions électrostatiques entre 
bactéries/virus qui sont inexistantes entre les particules d’or/billes de polystyrène, car 
ces dernières sont des sphères dures avec des surfaces relativement lisses et non 
absorbantes [72]. 
L’étude de la rétention d’autres colloïdes non biologiques, tels que des microsphères 
fluorescentes de 26 et 67 nm a montré que les microsphères ne pouvaient pas 
remplacer les bactériophages pour des expériences d’ultrafiltration à l’échelle du 
laboratoire, car leur concentration déterminée par un spectromètre luminescent ne 
permet pas de détecter les microsphères très diluées dans le perméat à cause de la 
limite de détection de la méthode alors que des bactériophages MS2 sont détectés 
[73]. Par contre ces microsphères sont jugées adéquates pour évaluer la faible 
rétention des membranes de microfiltration. Cependant, les sphères montrent une 
rétention plus grande que les bactériophages, un coût supérieur, et les sphères 
individuelles sont difficiles à détecter. 
Récemment une technique basée sur la détection magnétique de particules d’oxyde 
de fer de taille autour de 35 nm a été mis en place par Guo et al. [7]. Cette technique 
a été éprouvée lors de tests réalisés sur un module industriel d’ultrafiltration intègre 
utilisé en mode frontal et en mode tangentiel, ainsi que sur ce même module 
présentant une fibre cassée. Les résultats obtenus montrent que le mode de filtration 
n’a pas d’impact sur la réponse du test, de même que la localisation de la fibre cassée 
dans le carter. Sur module intègre une rétention totale est obtenue alors que sur 
module « corrompu » les particules sont détectées dans les perméats même pour une 
concentration dans l’alimentation (1,2 ppm) et une pression de travail (0,2-0,3 bar) 
faibles. Les principaux avantages de cette méthode est qu’elle peut être utilisée en 
ligne pour des détections in-situ et permet l’analyse d’un large volume. Son 
utilisation en vue d’une prédiction de la rétention de virus reste cependant délicate, 
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en effet les particules d’oxyde de fer sont beaucoup plus lourdes, beaucoup moins 
déformables et les surfaces sont plus lisses. 
 
8. Mise en évidence d’une perte d’abattement 
Une diminution de l’abattement peut être observée sur une membrane par rapport 
au LRV mesuré sur une membrane dite de référence dans les mêmes conditions 
opératoires. Ce transfert en virus inattendu sera appelé par la suite « fuite en virus ».  
8.1. Présence de défauts dans la structure membranaire 
La présence de fuite en virus a été observée sur les membranes de filtration au cours 
de différentes études. La principale explication est donnée par la présence de défauts 
sur les membranes.   
 
La présence de défauts peut être due à des imperfections dans la structure de la 
membrane et/ou du module générées lors de la fabrication ou provoquées par les 
conditions d’utilisation. En effet, des pores anormalement gros non inclus dans la 
distribution principale de tailles de pores, peuvent être créés au cours du procédés de 
polymérisation [41]. Parallèlement un empotage lors de la fabrication d’un module 
mal réalisé peut générer des fuites en virus [74]. 
Sur site, les lavages chimiques souvent appliqués peuvent transformer la chimie de 
surface des membranes et détériorer graduellement leur intégrité. Une diminution 
des performances de la membrane en termes de rétention de microorganisme (MS2) 
a été remarquée dés l’initiation du processus de vieillissement [70;75]. La dégradation 
du matériau membranaire peut aller jusqu’à la rupture de la membrane. Ainsi, le taux 
annuel de rupture de fibres sur site de production d’eau potable est estimé à 10-6-10-
4 fibres/an/site, soit environ 1 fibre cassée/module/an [76].  
8.2. Mise en évidence de fuite en virus 
Des pores anormalement gros ne laissant pas pour autant passer des bactéries ou 
des protozoaires (trou d’épingle), peuvent être présents dans la structure entraînant 
le passage de virus [29]. 
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Une étude a montré une fuite en bactériophage X174 sur des membranes de seuil 
de coupure de 100 et 500 kDa, les LRV obtenus étant respectivement de 4,78 et 3,65. 
En effectuant un prétraitement des membranes avec des particules de latex de 
diamètre 0,11 m, une augmentation du LRV de 1 Log10 quelle que soit la membrane 
est observée, ainsi en combinant des particules de latex de 0,11 et de 0,50 m le LRV 
sur une membrane 100 kDa augmente de 2 Log10 [74]. Ce qui montre que la taille des 
trous est très petite et que la filtration de bactéries (1 m) ne va pas permettre de les 
détecter forcément. 
Lors d’une étude de filtration du phage Q sur une membrane UF, bien que la taille 
de Q soit bien supérieure à celle de la distribution principale de tailles des pores de 
la membrane, la présence de Q est détectée dans le perméat [29], les raisons 
permettant d’expliquer ce phénomène est la présence de pores anormalement gros. 
Enfin, la présence d’un trou supérieur à 100 m (représentant seulement 0,003% de la 
surface membranaire) impacte fortement la rétention de MS2. Les caractéristiques 
(MF/UF ou hydrophile/hydrophobe) des membranes n’ont alors plus d’importance 
sur la rétention de MS2, toutes les membranes ont un LRV très bas (figure I.17) [46]. 
 
Figure I.17. Valeur absolue du logarithme de la concentration en phages MS2 infectieux dans 
le perméat (C) (pour un volume déterminé dépendant de la surface membranaire)  sur la 
concentration en phages infectieux au temps 0 dans l’alimentation (C0) sur différentes 
membranes hydrophiles ou hydrophobes intègres ou compromises avec un défaut de 100 m 
environ à pH 6,5 et avec une suspension contenant 0,01 M NaCl [46]. 
8.3. Sensibilité des méthodes de caractérisation à la présence de défauts 
L’estimation du seuil de coupure (MWCO, Molecular Weight Cut Off) ou de la taille 
moyenne des pores d’une membrane de filtration est communément menée par 
l’analyse d’expériences de filtration de molécules modèles comme le Dextrane ou le 
Log10 (C/C0) 
0 défaut 1 défaut 
UF hydrophile 
UF hydrophobe 
MF hydrophile 
MF hydrophobe 
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PEG/PEO (Polyéthylène-glycol ou Polyéthylène-oxide ) [21;44;59;67] ou encore des 
protéines.  
Il a été démontré dans certaines études publiées tant sur la rétention de virus que de 
bactéries [70;75] que la présence de défauts dans structure poreuse de la membrane 
peuvent ne pas être révélés par les mesures de rétention de traceurs. Urase et al. 
(1994) ont mené une campagne d’essais sur diverses membranes d’ultrafiltration et 
ont observé une absence de corrélation entre la rétention de PEG 20 kg/mol 
(diamètre 6,5 nm) et celle du phage Q (diamètre 25 nm). 
 
En effet, si pour un bactériophage et un matériau membranaire donnés, le LRV 
augmente quand le seuil de coupure décroît, on ne peut pas, à partir de ce dernier, 
prévoir le premier. Les quelques pores suffisants pour laisser passer un petit nombre 
de virus peuvent ne pas représenter une proportion suffisante du transfert de matière 
pour que le PEG ou le Dextrane qui les traverse soit détecté dans le perméat.  
En effet, si on est capable de détecter 30 virus dans 1 mL (seuil de quantification 
démontré dans le chapitre II, paragraphe 3.1.1.3), cela représente 3 104 particules/L. 
Lorsque l’on détecte la présence de PEG/PEO dans le perméat, la limite de détection 
est de 1 mg/L. En supposant qu’il s’agit de PEO 100 000 g/mol (rayon 
hydrodynamique environ de 16 nm), cela représente une concentration molaire de 
10-8 mol/L, qui correspond à 6 1015 molécules/L. 
Il y donc une différence de 11 ordres de grandeur entre les sensibilités des méthodes 
de détection de PEG/PEO et de virus. 
Ainsi pour pouvoir justifier d’un LRV de 5, il faudrait que la concentration en PEG/PEO 
dans le rétentat soit de 100 g/L (limite de détection du perméat étant de 1 mg/L), or 
nous savons qu’à cette concentration le PEG est difficilement soluble dans l’eau, et 
que le colmatage induit par la filtration modifierait les membranes.  
De plus, le seuil de coupure (rétention de Dextranes) et les perméabilités comparés 
sur des membranes intègres et altérées (pointe de tungstène) par la présence d’un 
défaut inférieur à 50 m ne semblent pas différents [77]. Ces techniques très souvent 
utilisées ne sont pas suffisamment sensibles à la présence de défauts dont les 
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dimensions sont susceptibles de laisser passer des microorganismes. Ainsi, les 
polymères synthétiques (Dextranes ou PEG) ne peuvent être utilisés dans le but de 
prédire la capacité de rétention d’une membrane vis-à-vis d’un virus. Nous nous 
attendons tout au plus à ce que l’abattement en virus varie dans le sens inverse du 
MWCO. 
MS2 a alors été proposé dans de nombreuses études comme mime pour évaluer les 
rétentions de virus pathogènes par la filtration membranaire [21;59;67;78]. 
 
Par ailleurs, l’utilisation en filtration de différentes tailles de bactériophages pourrait 
permettre d’estimer la taille de pores anormalement gros, ainsi si la rétention de T4 
(80 nm) est complète et que Q (25 nm) est retrouvé dans le perméat, alors le 
diamètre des pores anormalement gros se situerait entre 25 et 80 nm (taille de T4) 
[70].  
 
Dans cette étude, nous comparerons la sensibilité des méthodes de rétention de 
solutés modèles comme les PEG ou encore les Dextranes avec le protocole de 
filtration de bactériophages que nous aurons mis au point.  
 
9. Problématique de l’étude 
L’objectif de notre travail est d’apporter des éléments de réponse à plusieurs 
questions que l’ensemble des données relatées précédemment ont fait soulevé et 
importer des méthodes d’analyse microbiologique dans un laboratoire de génie 
chimique. Il apparaît clairement que le développement de méthodes de détection et 
de mise en œuvre d’indicateurs comme les bactériophages est essentiel avant 
d’envisager d’établir une norme française et même européenne concernant la 
rétention des virus présents dans les eaux de consommation par filtration 
membranaire. 
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Cela doit passer par : 
 
a. La mise en place d’un protocole standardisé satisfaisant décrivant avec précision 
les conditions de préparation d’une suspension de phages isolés (rôle de 
l’environnement physico chimique sur la suspension de phages). Ceci de manière à 
pouvoir présenter à la membrane une suspension de phages la plus stable possible 
(virus non agrégés). 
b. Une détermination claire de l’effet de l’adsorption, de l’inactivation et de 
l’agrégation des bactériophages aux interfaces en statique (récipient) et en 
dynamique (filtration). 
c. Une comparaison, une évaluation et une utilisation conjointe des deux techniques 
de détection RT-PCR et UFP rarement utilisés lors d’études de filtration membranaire. 
d. La mise au point d’un protocole détaillé des tests de filtration membranaire de 
bactériophages en conditions de caractérisation au laboratoire. 
e. Une validation comparative de la méthode alors mise en place : comparaison de 
différents bactériophages en filtration, étude du comportement de diverses 
membranes (matériaux différents) et sensibilité en présence d’un défaut dans nos 
conditions de filtration.  
f. Comparaison des abattements en virus et des seuils de coupure obtenus sur 
diverses membranes dans les mêmes conditions opératoires. 
g. La validation du protocole par des essais en conditions de caractérisation à 
l’échelle pilote.  
La démarche que nous nous proposons de suivre est alors de déterminer dans un 
premier temps le choix des traceurs et des milieux de dilution. Puis, d’utiliser en 
parallèle dans notre étude les méthodes de détection de culture bactérienne et de 
RT-PCR. Enfin, de déterminer les conditions de mise en œuvre lorsque des tests de 
filtration seront effectués à l’échelle du laboratoire dans un premier temps, puis à 
l’échelle pilote dans un second temps. 
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1. Introduction 
Le but principal du projet « POME » dans le cadre duquel s’inscrit cette étude, est de 
mettre au point une méthodologie de validation objective des procédés 
membranaires applicables à la production d’eau et au traitement des eaux usées. Ceci 
doit passer par l’évaluation de méthodes de détection de biocontaminants. Ce 
chapitre est important pour comprendre les contraintes expérimentales générées par 
l’utilisation de particules biologiques, tant au niveau de la préparation des 
bactériophages, qu’au niveau de leur analyse. 
L’ensemble du matériel, les méthodes et les protocoles expérimentaux mis en œuvre 
au cours de cette étude sont décrits. Plus particulièrement, l’accent est mis sur le 
protocole spécifique mis en place dans ce travail, qui sera détaillé précisément. 
Ce chapitre est organisé en cinq parties distinctes, la première présente les 
bactériophages utilisés et décrit la méthode de préparation de la suspension de 
phages ainsi que les différents solvants employés.  
Une description et une comparaison des méthodes de quantification UFP et RT-PCR, 
suivies des diverses techniques permettant de caractériser la suspension en termes de 
taille et de charge de surface, sont ensuite présentées dans la deuxième partie.  
La troisième partie détaille les essais réalisés aux interfaces statiques (dans un 
récipient), qui ont permis de quantifier la diminution en particules infectieuses sur 
différents matériaux d’une part, et dans différents solvants d’autre part. 
Les différentes membranes choisies, leur méthode de préparation et les 
caractéristiques de transfert étudiées (perméabilité hydraulique, rétention de solutés 
modèles) sont définies dans une quatrième partie. 
Enfin, la dernière partie présente le montage de filtration tangentielle mis en place 
pour l’étude des mécanismes de transfert des bactériophages à travers la structure 
membranaire et détaille le protocole des essais.  
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2. Suspension de bactériophages 
2.1. Présentation des bactériophages 
Au cours de ce travail, deux différents bactériophages ont été étudiés : MS2 et Q. 
Les souches proviennent de deux organismes différents, de la collection nationale de 
culture de microorganismes de l’Institut Pasteur pour le MS2 et de DSMZ (Centre de 
ressource Allemand de matériel biologique) pour le Q et la bactérie hôte Escherichia 
coli. Les principales caractéristiques de ces microorganismes sont résumées dans le 
tableau II.1 ci-dessous.   
 
Caractéristiques MS2 Q 
Référence ATCC 15597-B1, 
DSM 5694 
ATCC 23631-B1 
DSM 13768 
Forme  
 
Male specific,  
ARN monocaténaire, 
icosaèdre.  
Famille Leviviridae 
(groupe I) 
Male specific, 
ARN monocaténaire, 
icosaèdre 
Famille Leviviridae 
(groupe III) 
Taille (diamètre en nm) 
[3;29;39;45;79] 
22-29 21 – 28 
Bactérie hôte E.coli DSM 423 E.coli DSM 423 
Tableau II.1. Caractéristiques des différents bactériophages utilisés. 
 
Les raisons qui ont motivé le choix de ces bactériophages sont multiples. En premier 
lieu, les avantages quant à l’utilisation du MS2 sont nombreux : c’est un des plus 
petits virus, proche en forme et en taille des virus de la polio et de l'hépatite, et 
surtout non pathogène. Le bactériophage MS2 était incontournable car il est souvent 
utilisé par les fabricants de membranes lorsque des tests d'abattement sont effectués. 
Le bactériophage Q a été sélectionné de manière à disposer d’un autre traceur 
présentant des caractéristiques identiques au phage MS2 mais qui selon la 
bibliographie paraît avoir un taux de rétention différent [3]. 
 
2.2. Préparation du stock de bactériophages et de la bactérie hôte 
La préparation du stock de bactériophages est réalisée à température ambiante et 
sous un poste de sécurité microbiologique de type II (Jouan, MSC-12). 
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2.2.1. Méthode de préparation des bactériophages 
Description de la procédure d’amplification des bactériophages 
Trois différentes méthodes d’amplification du bactériophage MS2 ont été testées. Il 
s’agit de la Norme ISO 10705-1, une méthode fournie par l’ATCC et une méthode 
disponible à l’Institut Pasteur. Par ailleurs, les suspensions de bactériophages MS2 et 
Q obtenues ont été caractérisées par NanoSizer (mesure de taille) et microscopie 
électronique à transmission (taille et morphologie). Les différentes méthodes 
d’amplification ont été aussi confrontées en matière de coût (résultats chapitre III, 
2.1).  
Ci-dessous est détaillée la méthode sélectionnée (détail du choix, chapitre III) et 
utilisée dans notre étude, il s’agit de la méthode de l’Institut Pasteur. Les autres 
méthodes testées sont décrites en annexe 1. 
 
Description de la méthode d’amplification d’après l’Institut Pasteur : 
La description des différents milieux utilisés et préparés est fournie dans le tableau 
II.2. 
-  Décongélation au bain-marie à 25°C des échantillons de la bactérie réceptrice P-
503003 (E. coli. DSM 423) et du phage P-PH6003 (MS2, ATCC 15597-B1). 
- Mélange : 
  (A) suspension stock de phages (C0 = 10
11 UFP/mL) : 1 mL, 
  (B) suspension de la bactérie réceptrice (C0 = 10
8 UFC/ml) : 1 mL, 
  (C) milieu LBRBM : 10 mL. 
-  Ensemencement par inondation de 14 géloses de Trypticase Soja (TS) 
préalablement coulées en pente dans des tubes, avec 0,8 mL de mélange par gélose. 
-  Incubation à 37°C sous atmosphère ambiante en position inclinée. 
-  Après 22 heures d’incubation : lyse inapparente. 
-  Addition de 5 mL de solution saline peptonée (PBS) par gélose. 
-  Lavage des pentes sur agitation rotatoire à 200 tours/min (Stuart Scientific S150 
orbital incubator, Lille-France), en position inclinée pendant 10 min. 
-  Transvasement des suspensions en tubes cylindro-coniques 15 mL. 
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-  Centrifugation (Megafuge 1.0R, Heraeus Sepatech, Harz-Germany) à 4000 
tours/min pendant 20 min à 10°C. 
-  Filtration de chaque surnageant sur membrane 0,20 m (Minisart NML, Sartorius 
Stedim Biotech, Goettingen-Germany) afin d’éliminer les résidus restants. 
-  Mélange des suspensions. 
-  Addition de PBS, 13 mL : Volume final 75 mL. 
-  Répartition en 66 tubes de 1,5 mL (cryotube), 1,1 mL par tube. 
-  Congélation à -80°C. 
Une solution stock d’une concentration d’environ 1011 UFP/mL est alors obtenue. 
De la même façon le bactériophage Q a été amplifié selon le protocole fourni par 
l’Institut Pasteur.  
 
Milieux 
utilisés 
Composition des milieux 
LBRBM Trypeptone (Oxoid Ltd, Basingstoke, Hampshire, Royaume-Unis)                                                                                              
Extrait de levure  (AES Chemunex, Bruz, France)                                                                                                                      
Chlorure de sodium (Sigma-Aldrich, Co., St Louis, MO, USA)                                                                                                        
Eau distillée                                                                                                 
Sulfate de magnésium heptahydraté (25 g/l) (Sigma-Aldrich, Co., St Louis, 
MO, USA)                                                                                                                                   
14g
 7g 
  7g  
   1L 
1 mL 
Gélose TS 
(Biomérieux) 
Peptone de caséine                                                                                   
Peptone de soja                                                                                          
Chlorure de sodium                                                                                    
Agar                                                                                                                                                                                                                                                            
Eau distillée                                                                                                  
15g 
5g 
5g 
15g
1L 
PBS 
(solution saline 
peptonée) 
Potassium Phosphate monobasic (KH2PO4) 1,54 mM                            
Chlorure de sodium 156,17 mM                                                              
Sodium phosphate dibasic (Na2HPO4, 7H2O) 2,71 mM                        
Eau distillée                                                                                                  
0,21 g/L 
9 g/L 
0,73g/L 
1L 
Gélose molle Trypeptone                                                                                                                        
Extrait de levure                                                                                                                                                                   
Chlorure de sodium                                                                                                   
Sulfate de magnésium heptahydraté                                                          
Agar (AES Chemunex, Bruz, France)                                                                                                                                                      
Eau distillée                                                                                                 
10g
5g
5g 
2,5g 
9g
1L 
Bouillon Eugon Tryptone                                                                                                  
Peptone papaïnique de soja                                                                       
Glucose                                                                                                     
Chlorure de sodium                                                                                   
L-cystine                                                                                                 
Sulfite de sodium                                                                                    
Citrate de sodium                                                                                      
Eau distillée                                                                                                 
15 g 
5 g 
5 g 
4 g 
0,3 g 
0,2 g 
1 g 
1L 
Tableau II.2. Milieux utilisés pour l’amplification et le dénombrement du phage MS2. 
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Conservation du stock de bactériophages 
Les stocks de bactériophages préparés sont conservés dans des cryotubes pendant 3 
ans à -80°C. Cependant, dans le cadre de notre étude, et en vue du très grand 
nombre de suspensions utilisées, des stocks de phages ont été préparés au fur et à 
mesure, et conservés à -80°C, 6 mois au plus. 
2.2.2. Amplification, conservation et identification des souches de bactéries 
hôtes 
Les souches bactériennes réceptrices des bactériophages MS2 et Q fournies par 
DSMZ  sont amplifiées et conservées dans des cryotubes pendant 3 ans au maximum 
à -80°C. Le protocole suivi pour l’amplification des bactéries est le protocole fourni 
par l’ATCC (ATCC 15597) détaillé en annexe 2. Les souches bactériennes sont étalées 
sur de la gélose TS préalablement coulée sur boîte de Petri et placée à 37°C pendant 
24 heures. Les colonies ainsi formées sont prélevées et dissoutes dans un bouillon 
Eugon contenant du glycérol. Enfin, la suspension est alors répartie dans plusieurs 
cryotubes (1 mL/cryotube) et est conservée à -80°C. Les compositions détaillées des 
milieux sont présentées dans le tableau II.2. 
Avant toute manipulation, les souches issues des cultures mères sont repiquées après 
décongélation deux fois, sur des géloses en boîtes de Petri et les milieux ensemencés 
sont incubés à 37  2°C en aérobiose pendant 24 heures (norme NF EN 12353 2006). 
Les souches sont contrôlées systématiquement, après vérification de leur pureté, par 
étude des caractères morphologiques macroscopiques et microscopiques (forme des 
colonies, forme des cellules et coloration de Gram). 
2.3. Méthode de préparation des suspensions de bactériophages 
Pour préparer une suspension de bactériophages d’une concentration de 108 
UFP/mL, concentration majoritairement utilisée dans cette étude, 2mL de 
bactériophages stockés de concentration 1011 UFP/mL sont ajoutés à 2 litres de 
solvant. Le pH de la suspension est neutre (pH=7 0,2). La température est contrôlée 
et est de l’ordre de 20°C 2°C. Ainsi, le pH et la température sont dans la gamme 
retrouvée dans les eaux potables. La conductivité de la suspension est relevée. 
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2.4. Solvants d’étude  
Les expériences en statique (dans un récipient) et en dynamique (filtration) ont été 
réalisées dans sept solvants différents qui sont décrits ci-dessous, les conductivités 
ont été mesurées avec un conductimètre (cond 330i/SET, WTW), les pHs à l’aide d’un 
pHmètre (pH 315i SET, WTW): 
 
 Tampon phosphate 
Nous avons utilisé une solution saline tamponnée communément appelée PBS, pour 
« Phosphate Buffer Saline » (type Invitrogen, 20012-019), que nous avons nous même 
préparée en raison de la grande quantité utilisée (composition, tableau II.2). Le 
tampon est ajusté au pH souhaité (pH=7 0,2) à l’aide d’une solution d’HCl ou de 
NaOH 1M. La solution contenant le chlorure de sodium est autoclavée à 120°C, 15 
minutes pour stérilisation. Le phosphate monopotassique et le phosphate disodique 
sont ensuite ajoutés à température ambiante car ces deux composés chimiques ont 
tendance à devenir troubles à température élevée. Afin d’éviter toute contamination, 
l’ajout de ces composés est effectué sous un poste de sécurité microbiologique. Le 
pH est vérifié et ajusté si nécessaire. La conductivité de la solution ainsi obtenue est 
de 16,5 0,5 mS/cm à 20 2°C. 
 
 Eau physiologique 
L’eau physiologique est une solution à 9 g/L de chlorure de sodium, préparée avec de 
l’eau distillée puis autoclavée à 120°C pendant 15 minutes pour stérilisation. 
L'eau physiologique est isotonique vis à vis des cellules sanguines. Elle est surtout 
utilisée pour la préparation de suspensions bactériennes, et parfois de suspensions 
de bactériophages. Ce milieu permet d’éviter le gonflement pouvant aller jusqu’à 
l’éclatement des cellules bactériennes, comme c’est le cas pour une suspension 
bactérienne préparée avec un milieu hypotonique tel que l’eau distillée stérile. Ce 
solvant n’a jamais été utilisé lors d’études de filtration de bactériophages par 
membrane, c’est pourquoi nous avons choisi de l’étudier dans le cadre de ce travail, 
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afin de vérifier s’il peut être un solvant à préconiser dans les tests de filtration. Le pH 
de la solution obtenue est de 7 0,2 et la conductivité de 17 0,2 mS/cm à 20 2°C. 
 
 Eau distillée 
L’eau distillée est une eau qui a subi une distillation, qui conserve des ions et des 
minéraux présents dans l’eau d’origine. Elle possède, à température ambiante, un pH 
d'environ 5,4 à cause du CO2 qui s'y dissout et forme un acide. Cette acidité tend à 
augmenter à cause de la présence de CO2 dans l’air. Le solvant après avoir été 
autoclavé (120°C, 15 minutes), est ajusté au pH souhaité (pH=7 0,2) à l’aide d’une 
solution de NaOH 1M. La conductivité mesurée de l'eau distillée est proche de celle 
de l'eau ultra pure (1,2 S/cm) après ajustement du pH. 
 
 Eau distillée contenant 1 g/L de chlorure de sodium 
La conductivité de l'eau distillée additionnée de 1 g/L de chlorure de sodium 
(autoclavé à 120°C, 15 minutes),  est de 2 0,05 mS/cm à 20 2°C, avec un pH de 7,5 
0,2. 
 
 Eau ultra-pure  
L’eau ultra-pure est obtenue avec un appareil Purelab (Elga) et, est autoclavée (120°C, 
15 minutes). Cette technologie de purification contient entre autre des étapes de 
filtration sur membrane d’osmose inverse et sur membrane échangeuses d’ions, puis 
de filtration sur filtre de 0,2 m. Cette eau ne contient pratiquement aucune 
impureté. Les caractéristiques techniques contrôlées au laboratoire de cette eau sont 
rassemblées dans le tableau II.3. 
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Matières inorganiques Résistivité >18Mcm 
Conductivité < 0.05 S/cm 
Carbone Organique Total < 15 ppb 
Bactéries < 1 UFC/mL 
Particules Microfiltre au point d’utilisation 0.2 m 
pH 7,3 0,2 (ajusté avec NaOH car tant à diminuer rapidement) 
Conductivité (20°C 2) 1 0,2 S/cm 
Tableau II.3. Caractéristiques de l’eau ultra pure. 
 
 Eau du réseau 
L’eau prélevée directement en sortie du robinet (non autoclavée) est filtrée avant 
d’être utilisée à l’aide d’un filtre de 0,2 m (Minisart NML, Sartorius Stedim Biotech, 
Goettingen, Germany). Son pH est de 7,2 0,3, sa conductivité de 300 5 S/cm à 20 
2°C. La concentration en chlore libre présent dans cette eau a été mesurée à l’aide 
d’un spectrophomètre de laboratoire portable (modèle DR/2400) et est égal à 0,18 
0,04 ppm. La perte en bactériophages due à cette présence de chlore libre a été 
mesurée et comparée à celle dans l’eau ultra pure qui contient moins de 0,002 ppm 
de chlore libre. Cette étude n’a montré aucune différence de perte en bactériophages 
infectieux ou totaux entre ces deux solvants (chapitre III, paragraphe 4.1.1).  
 
 Eau du réseau contenant 5 g/L de chlorure de sodium 
L’eau prélevée directement en sortie du robinet est filtrée avant d’être utilisée à l’aide 
d’un filtre de 0,2 m (non autoclavée), à laquelle 5 g/L de chlorure de sodium sont 
ajoutés. Son pH est de 7,2 0,2, sa conductivité de 9.5 0,5 mS/cm à 20 2°C. 
 
3. Caractérisation du stock/de la suspension de bactériophages 
3.1. Méthode de quantification des bactériophages  
Deux méthodes de quantification de bactériophages sont utilisées dans cette étude. Il 
s’agit de la méthode de culture bactérienne communément appelée méthode UFP 
(Unités Formant Plages) et la méthode de PCR (Polymerase Chain Reaction) 
quantitative en temps réel. 
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3.1.1. La méthode UFP 
L’efficacité des processus de filtration membranaire pour la rétention des virus est 
généralement évaluée par la méthode de culture bactérienne (méthode UFP), qui 
consiste à quantifier les virus présents dans le perméat de filtration par un 
dénombrement des plages de lyse après étalement sur gélose.  
3.1.1.1.    Principe 
Le principe de cette méthode classique de mise en évidence repose sur le fait que 
certains bactériophages sont capables de se multiplier sur des bactéries hôtes et que 
cette multiplication peut être visualisée par des plages de lyse.  
3.1.1.2.    Méthodes   
Cette technique consiste à mettre en contact l’échantillon à analyser avec une 
suspension de bactéries réceptrices (sensibles aux bactériophages recherchés) en 
phase exponentielle de croissance. Le mélange est placé dans une gélose molle en 
surfusion. L’ensemble est coulé en boîte de Petri puis incubé à la température 
optimale de croissance bactérienne (37°C). Chaque bactériophage viable présent 
dans le milieu infecte et détruit une bactérie. La libération de nouveaux virus entraîne 
l’infection des bactéries voisines. Progressivement, il se produit une destruction locale 
du tapis bactérien dont la conséquence au niveau macroscopique est l’apparition 
d’une zone claire sur un fond de croissance bactérienne uniforme (figure II.1). Cette 
zone de lyse ou destruction bactérienne est appelée plage et correspond à la 
présence initiale d’une particule ou d’un agrégat viral infectieux. Le dénombrement 
des plages permet la détermination du titre viral. Cette technique ne pourra 
distinguer en filtration si une diminution du nombre de plages sur le prélèvement de 
perméat résulte de l’élimination physique des virus, de l’inactivation virale durant le 
processus de traitement, ou des 2, ce qui peut conduire à une surestimation de la 
capacité de rétention des particules virales de la membrane étudiée. De plus, de 
nombreux paramètres peuvent influencer le dénombrement des bactériophages tels 
que la nature de la souche hôte, le milieu de culture, l’utilisation de la technique de la 
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simple ou de la double couche. Il est essentiel de bien définir chacun des paramètres 
pour pouvoir comparer nos résultats.  
 
 
Figure II.1.  Plage de lyse après l’utilisation de la double couche avec de la gélose trypcase 
soja. Source : http://fr.wikipedia.org/wiki/Phagoth%C3%A9rapie. 
 
 
Dans cette étude, les stocks de bactériophages ainsi que les échantillons prélevés lors 
des différentes expériences seront dénombrés selon la méthode préconisée par la 
Norme NF EN ISO 10705-1 [80] avec quelques changements. C’est une méthode 
relativement rapide, les plages de lyses obtenues sont  bien visibles et facilement 
dénombrables. La procédure de double couche d’agar est utilisée [81], elle consiste à 
ajouter la bactérie hôte et de la gélose molle à l’échantillon contenant des 
bactériophages, puis de verser le volume total du mélange sur une boîte de Petri 
préalablement remplie avec de la gélose TS. 
 
Ci-dessous est détaillée la méthode (les milieux utilisés sont présentés dans le tableau 
II.2) : 
1) La bactérie réceptrice E. coli est décongelée et un repiquage de la souche sur 
gélose TS est effectué, une première fois pendant 24h à 37°C, puis une seconde fois 
pendant 24h à 37°C. 
2) Le stock de phages congelé ou alors les échantillons prélevés lors des expériences 
conservés à 4°C sont placés à température ambiante et une série de dilutions du 
bactériophage 1/10 est effectuée dans du PBS en mettant 1 mL de suspension de 
phages dans 9 mL de PBS (le diluant) dans un tube en verre, et agité au Vortex. Ces 
dilutions permettent de diminuer la concentration de bactériophages en dessous de 
300 UFP/mL, de manière à dénombrer plus facilement les plages de lyse. Toute 
Plage de lyse  
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concentration en bactériophages inférieure ou égale à 300 UFP/mL peut être 
facilement comptée sur chaque boîte à l’œil nu. 
3) Parallèlement un bouillon d’E.Coli est préparé dans du PBS à une concentration de 
108 UFC/mL approximativement, cette concentration est obtenue en mesurant la 
densité optique à 640 nm au spectrophotomètre UV (Secomam Prim), une 
suspension à 70% de transmission présentant une concentration comprise entre 1 et 
3.108 bactéries/mL. 
4) Puis, à 0,1 mL de chacune des dilutions obtenues dans les tubes en verre en 2), 
sont ajoutés 0,9 mL de la culture de la souche sensible préparée en 3) (bouillon 
d’E.Coli). A noter que pour le dénombrement de suspensions contenant un grand 
nombre de bactériophages (>102 UFP/mL), 0,1 mL de dilution suffit à déterminer de 
façon précise le titre de la solution, les plages de lyse obtenues sont plus faciles à 
dénombrer à l’œil nu (entre 30 et 300 plages de lyse). Cependant, pour les 
échantillons contenant un petit nombre de bactériophages typiquement entre 1 et 
102 UFP/mL, 1 mL de suspension diluée ou non est ajouté. 
5) Après homogénéisation, les bactériophages et la culture d’E.coli doivent rester en 
contact l’un avec l’autre pendant 10 minutes au plus. Passé ce temps, une réplication 
du bactériophage peut avoir lieu et la concentration peut alors être surestimée [82]. 
6) 3 mL de gélose molle nutritive pour surface préalablement fondue puis refroidie et 
maintenue en surfusion à 45°C sont alors ajoutés dans chaque tube en verre. Après 
homogénéisation, le mélange est immédiatement étalé à la surface d’une gélose 
nutritive pour profondeur (gélose TS) préalablement coulée en boîte de Petri stérile 
(15 x 100mm) et solidifiée. Les séries de boîtes obtenues sont incubées à 37°C 
pendant 18 heures.  
7) De la même façon, un témoin d’E.coli est préparé en remplaçant  0,1 mL de dilution 
de la suspension de bactériophages par 0,1 mL de bouillon d’E.coli, pour vérifier si la 
présence de bactériophages n’est pas due à une contamination du matériel 
(pipette…). 
8) Passé ce temps, la lecture est réalisée en comptant, pour chaque boîte, le nombre 
de plages de lyse obtenues. 
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9) Le titre de la suspension virale, exprimé en « unités formant plages par millilitre » 
(UFP/mL) est obtenu en multipliant le nombre de plages par le facteur de dilution 
décimale correspondant. 
 
3.1.1.3.    Limite de détection et incertitude sur l’abattement  
D’un point de vue théorique, une membrane présente une rétention totale vis-à-vis 
d’un microorganisme donné lorsque ce dernier est absent du perméat. Cependant, 
d’un point de vue expérimental et étant donné la sensibilité des méthodes de 
détection utilisées (RT-PCR et UFP), lorsqu’aucun phage n’est retrouvé dans le 
prélèvement de perméat analysé cela n’atteste pas de l’abscence totale de virus dans 
le compartiment perméat, la concentration du perméat sera alors prise égale à la 
limite de détection de la méthode analytique mise en œuvre.  
Ainsi, l’évaluation des limites des méthodes de quantification vont par conséquent 
conditionner le choix de la concentration de la suspension de phages dans 
l’alimentation en fonction de l’abattement que l’on souhaite pouvoir justifier. Dans ce 
sens, l’US-EPA donne un LRV maximum à atteindre égal à 6,5 Log10 [8]. 
 
Dans une étude précédente, Lebleu [1] a montré que la méthode d’ensemencement 
en inclusion était plus sensible (1 cellule/mL) que la méthode par étalement (10 
cellules/mL), c’est pourquoi nous avons choisi préférentiellement lors de l’évaluation 
de la concentration en bactériophages la méthode par inclusion. Dans notre étude, 
nous avons observé cette même sensibilité mais nous avons établi une différence 
entre seuil de détection et seuil de quantification. En effet, la plus petite quantité de 
bactériophages pouvant être détectée mais non nécessairement quantifiée avec 
exactitude (résultats non reproductibles) correspond à la limite de détection, tandis 
que la plus petite quantité de bactériophages pouvant être dosée (résultats 
reproductibles) équivaut à la limite de quantification. Ces limites de détection et de 
quantification ont été déterminées par deux expérimentateurs différents sur deux 
séries d’expériences reproductibles. 
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La limite de détection alors observée pour les bactériophages MS2 et Q est de 1 
UFP/mL, et la limite de quantification est de 30 UFP/mL à condition d’analyser 1 mL 
de suspension. Etant donné les limites de quantification accordées au comptage de 
plage de lyse qui consiste à prendre en  compte seulement les boîtes contenant entre 
30 et 300 plages [80], le plus petit nombre de plages de lyse qu’il sera possible de 
quantifier correspond à 30 plages. 
La limite de détection déterminée pour les bactériophages MS2 et Q dans une 
étude précédente est identique pour les 2 phages égale à 1 UFP/mL, équivalente à la 
limite de détection que nous observons [46;75]. Les limites de quantification n’étant 
jamais différenciées des limites de détection souvent très faible, nous proposons d’en 
tenir compte lorsque des abattements seront calculés.  
Ainsi, d’après la limite de quantification indiquée ci-dessus (30 UFP/mL) et d’après le 
LRV maximum à atteindre égal à 6,5 Log10, la concentration initiale minimum que l’on 
devra choisir pour la suspension d’alimentation est de 108 UFP/mL. Ainsi, une 
membrane dont le prélèvement de perméat analysé ne présentera pas de virus 
détectable, sera qualifiée par un abattement supérieur à 6,5 (Log (108/30)).  
 
En plus des limites de détection et de quantification imposées par la méthode de 
culture cellulaire, une incertitude sur la concentration mesurée peut être calculée. Le 
détail du calcul des incertitudes est présenté ci-dessous : 
 
L’incertitude expérimentale sur la concentration du rétentat Cr est donnée par la 
relation suivante : 
 
 
 
 
Eq II.1.  
 
 
 
Avec : 
Cr : concentration en bactériophages de l’échantillon de rétentat (UFP/mL), 
nr : nombre de plages de lyse dénombrées (UFP), 
nr : incertitude sur le dénombrement des plages de lyse (UFP), 
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Vr : volume de suspension du rétentat analysé (mL), 
Vr: incertitude sur le volume de suspension du rétentat analysé (mL), 
x : nombre de dilutions effectuées, 
Vi : volume de la solution mère utilisée (mL), 
Vi: incertitude sur le volume de la solution mère (mL), 
Vf : volume de la solution fille obtenue (mL) ; 
Vf: incertitude sur le volume de solution fille (mL). 
 
 
Nous avons estimé respectivement à 15 UFP/mL et 0,001 mL l’incertitude sur le 
nombre de plages de lyse et sur le volume de suspension de rétentat analysé (nr et 
Vr). L’incertitude sur le nombre de plages de lyse est l’accumulation de deux 
événements. Le premier correspond à l’erreur effectuée lors du comptage des plages 
de lyse sur une même boîte : plus ou moins 2 plages de lyse. Le second est dû à 
l’erreur expérimentale relative au dénombrement qui a été déterminée par une 
expérience réalisée à partir d’une solution stock de bactériophages MS2, en 
effectuant une série de dilutions de 1/10 (de 109 à 1) dans du PBS et en suivant le 
protocole décrit en 3.1.1.2. Chaque dilution a été ainsi étalée 10 fois. Les 10 boîtes 
correspondant à une même dilution ont été comptées et comparées. La 
concentration du stock de phages MS2 obtenue est de 58  13 109 UFP/mL. Ainsi 
lorsqu’un dénombrement est effectué plusieurs fois à partir d’une même suspension, 
un écart type de  13 UFP/mL est obtenu sur la concentration déterminée.  
Le volume de suspension analysé étant relativement faible (0,1 mL) lorsqu’une 
suspension de concentration élevée est analysée, l’incertitude est donc importante 
(0,001 mL). Le nombre de plages de lyse dénombrées à l’œil nu ne pouvant pas 
dépasser 300 UFP par boîte de Petri, nr est estimé à 300.  
Le terme additionnel résulte des dilutions de raison 10 réalisées avant 
l’ensemencement, x étant le nombre de dilutions effectuées et le terme  est 
constant. En effet, lors des dilutions au dixième qui ont été réalisées, les volumes Vi et 
Vf qui ont été mis en œuvre sont respectivement de 1 et 10 mL et les incertitudes 
associées ont été évaluées à 0,01 et 0,1 mL. 
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Ainsi, si Cr est égal à environ 10
8 UFP/mL, 8 dilutions successives seront effectuées à 
partir de la suspension prélevée dans le rétentat, soit x égal à 8. Cr/Cr sera alors égal 
à 22%. 
 
De la même façon, lors de tests en filtration, la quantité de bactériophages traversant 
la membrane pouvant être relativement faible, un dénombrement sans dilution de 
l’échantillon du perméat peut être réalisé. L’équation utilisée est identique à éq.II.1 en 
retirant le terme additionnel  : 
 
                                                                 
Eq II.2.  
Avec : 
Cp : concentration en bactériophages de l’échantillon de perméat (UFP/mL), 
np : nombre de plages de lyse dénombrées (UFP), 
np incertitude sur le dénombrement des plages de lyse (UFP), 
Vp : volume de suspension du perméat analysé (mL), 
Vp: incertitude sur le volume de suspension du perméat analysé (mL), 
 
Les valeurs de np et np sont les mêmes que pour nr et nr égales à 15 et 300 
respectivement, par contre étant donné qu’1 mL est analysé (Vp), Vp sera égal à 0,01. 
Ainsi, Cr/Cr sera alors égal à 6%. 
Enfin, l’incertitude absolue sur l’abattement sera égale à l’addition des incertitudes 
relatives sur les concentrations du rétentat et du perméat :  
 
                           
 
 
Eq II.3.  
 
Lorsqu’aucune dilution n’est effectuée pour le perméat et avec une concentration du 
rétentat égale à 108 UFP/mL, le LRV déterminé pour une membrane sera ainsi donné 
avec une incertitude de 0,28. Par ailleurs, un LRV sera calculé en effectuant la 
moyenne de deux expériences au moins réalisées sur des modules membranaires 
différents à chaque fois. 
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3.1.1.4.  Conclusion 
En conclusion, la culture cellulaire constitue bien la méthode de référence 
incontestable car dans l’état actuel des connaissances, elle est la seule qui permette 
d’affirmer le caractère infectieux des virus isolés, mais elle reste néanmoins limitée du 
fait que : 
- Certains virus ne se multiplient par sur culture cellulaire (Norwalk-like), 
- D’autres s’y multiplient sans provoquer d’effet cytopathogène (virus de l’hépatite 
A, rotavirus), 
- C’est une méthode longue et délicate à pratiquer en routine dans le cadre 
d’études de la virologie de l’environnement. 
- La prise en compte des limites de détection et de quantification sont importantes 
pour la détermination du LRV d’une membrane donnée.  
- Enfin, l’incertitude sur l’abattement sera égale à 0,28 lorsque les prélèvements 
des perméats seront très peu concentrés entraînant un dénombrement sans dilution 
des échantillons. L’incertitude sur l’abattement sera calculée au cas par cas lorsqu’une 
dilution du perméat est nécessaire. 
 
3.1.2. La méthode de RT-PCR quantitative 
Récemment, des méthodes basées sur la détection directe du génome ont été 
décrites telles que la PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitative (qRT-PCR). Cette 
méthode de biologie moléculaire a l’avantage d’être plus rapide et plus spécifique 
que la culture bactérienne. De plus, la quantification du génome viral n’est pas 
affectée par les processus d’agrégation. Cependant, la PCR ne faisant pas la 
distinction entre les particules virales infectieuses et non infectieuses, une molécule 
d’acide nucléique (AN) peut correspondre à un virus infectieux, inactivé ou détérioré, 
elle ne peut pas fournir une réelle mesure du risque infectieux en termes de santé 
publique. 
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3.1.2.1.   Méthodes 
Dans cette étude, deux méthodes de RT-PCR quantitative ont été mises en place, 
pour les bactériophages MS2 et Q. Elles ont permis entre autre d’étudier au cours 
du temps l’évolution de la quantité de génomes des bactériophages MS2 et Q dans 
divers milieux et de déterminer la quantité de phages traversant la membrane lors 
d’expériences de filtration. La mise en place des méthodes ainsi que l’ensemble des 
expériences de quantification par RT-PCR ont été effectués au « Laboratoire de 
Microbiologie Industrielle » (LMI) à la Faculté de Pharmacie de Toulouse par Aurélie 
Furiga au cours d’un stage post-doctoral financé dans le cadre du projet PRECODD 
POME et par Marie Gloriès au cours de son stage de Master II « Diagnostic 
Microbiologique : Approches Innovantes - Université Paul Sabatier Toulouse III ». En 
annexe 3 est présentée une synthèse des étapes les plus significatives de l’analyse par 
qRT-PCR, nous retiendrons que : 
 
RT-PCR quantitative  
La qRT-PCR permet de déterminer le nombre total d’ARN viraux présents dans une 
suspension de phages. Une étape d’extraction permet d’isoler les ARN viraux en 
dénaturant la capside protéique de tous les bactériophages présents dans la 
suspension. Cependant, si l’ARN est dégradé alors celui-ci ne sera pas détecté par 
cette méthode.  
 
RT-PCR quantitative sans extraction (notée PCR SE) 
Afin de vérifier si la capside des phages est intacte ou détériorée, l’équipe du LMI a 
pensé réaliser une qRT-PCR sans effectuer l’étape d’extraction d’ARN [83]. Ainsi, cette 
méthode décrite dans une publication récemment soumise ne permettrait de 
détecter que les virus à capside détériorée (ARN libre), une particule d’ARN 
correspondrait donc ici à un virus détérioré. Cependant, une validation spécifique est 
encore à envisager notamment en prenant en compte la sensibilité de détection du 
génome. 
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3.1.2.2.  Limite de détection et incertitude sur l’abattement   
De la même façon qu’avec la méthode de culture bactérienne, une distinction a été 
faite entre les limites de détection (plus petite quantité de bactériophages pouvant 
être détectée) et de quantification (plus petite quantité pouvant être dosée). Ainsi, la 
mise en place de la méthode a permis d’obtenir pour MS2 une limite de 
quantification de 102 éq. UFP/mL et de détection 101 éq. UFP/mL. Pour Q une limite 
de quantification mais aussi de détection beaucoup plus basse sont observées à 1 éq. 
UFP/mL. 
Une incertitude sur la concentration mesurée peut aussi être calculée. Le détail du 
calcul est présenté dans l’annexe 5. 
Ainsi, l’incertitude sur une concentration à 108 éq.UFP/mL mesurée par qRT-PCR est 
égale à 23 %. Lorsqu’aucune dilution n’est effectuée pour le perméat l’incertitude est 
de 7 %.  
Le LRV déterminé par qRT-PCR pour une membrane sera ainsi donné avec une 
incertitude de 0,3 soit légèrement supérieur à la méthode UFP. L’incertitude sur 
l’abattement sera calculée au cas par cas lorsqu’une dilution du perméat est 
nécessaire. Par ailleurs, un LRV sera calculé en effectuant la moyenne de deux 
expériences au moins réalisées sur des modules membranaires différents à chaque 
fois. 
3.1.3. Comparaison des méthodes 
Dans le tableau II.4, sont comparées les différentes techniques UFP, RT-PCR avec et 
sans extraction. Lorsque la capside est détériorée des ARN libres seraient présents en 
suspension que la méthode de RT-PCR sans l’étape d’extraction d’ARN permettrait de 
dénombrer. La méthode de culture bactérienne (méthode UFP), permettra de 
recenser seulement les virus infectieux capables d’infecter une bactérie hôte E.coli, 
une plage de lyse représentera un virus ou un agrégat de virus. Enfin, La RT-PCR avec 
l’étape d’extraction de l’ARN permettra de quantifier les virus totaux : un ARN 
représentera un virus infectieux, détérioré ou désactivé. Ce dernier correspond à un 
phage dont la capside qui entoure et protège l’ARN est endommagée (plus 
infectieux) mais non détériorée (l’ARN reste présent à l’intérieur). La quantification de 
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phages désactivés sera possible en soustrayant aux ARN viraux totaux (mesurés par 
RT-PCR avec extraction), les quantités de particules infectieuses et de phages 
détériorés (mesurées par UFP et RT-PCR sans extraction). 
A la lumière de ce premier bilan, on se rend compte de l’utilité de combiner ces trois 
techniques de mesure, pour permettre à la fois la détermination du caractère 
infectieux des bactériophages, mais aussi la présence de l’ensemble des 
bactériophages, qu’ils soient détériorés, désactivés, ou infectieux. Ainsi, la 
soustraction de la concentration en virus infectieux (déterminée par UFP) à la 
concentration en ARN viraux totaux (déterminée par RT-PCR avec extraction) établie 
dans certaines études donnera le nombre de virus inactivés sans tenir compte du 
nombre de phages détériorés ou désactivés. Un phage désactivé au contraire du 
phage détérioré pourra retrouver son caractère infectieux [5;6].  
Enfin, si l’ARN est dégradé dans la suspension, ce dernier ne pourra plus être 
quantifié par RT-PCR avec et sans extraction. La diminution d’ARN viraux totaux 
attribuée souvent à une adsorption des virus sur les parois d’un solide peut être aussi 
due à une dégradation du génome.  
 
Méthode RT-PCR quantitative  
Méthode UFP Avec extraction de 
l’ARN 
Sans extraction de 
l’ARN [83] 
Détecte le nombre total 
de virus quel que soit leur 
état 
 
 
 
1 ARN  
=  
1 virus infectieux ou 
détérioré ou désactivé 
 
Ne détecte que les 
virus à capside 
détériorée selon Furiga 
et al. 
 
 
 
1 ARN  
=  
1 virus à capside 
détériorée 
 
Ne détecte que les virus 
infectieux 
 
 
 
 
1 plage de lyse 
=  
1 virus ou 1 agrégat  
infectieux 
Tableau II.4. Comparaison quantitative des méthodes UFP, qRT-PCR avec et sans extraction. 
 
Les principaux avantages et inconvénients des deux méthodes (RT-PCR quantitative 
et UFP) recensés dans le tableau II .5, démontrent clairement que la méthode UFP 
plus couramment utilisée que la méthode RT-PCR possède de nombreux 
inconvénients. 
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 Méthode qRT-PCR Méthode UFP 
Avantages -Rapidité 
-Sensibilité 
-Répétabilité 
-Multiplexage (un grand nombre 
d’échantillons peut être analysé 
en même temps) 
-Quantification précise 
-Spécificité 
-Faible quantité d’échantillon 
nécessaire 
-Contamination négligeable 
(tubes fermés) 
-Adaptable à d’autres virus 
-Non affecté par l’agrégation 
-Main d’œuvre, et quantités de 
matériels utilisés réduits 
-Totalité des phages détectés ou 
seulement les phages détériorés 
-Permet de détecter les virus 
infectieux 
-Spécifique 
-Adaptable à d’autres virus 
Inconvénients -Pas possible de détecter les 
phages désactivés ou infectieux 
séparément. 
-Inhibition de la PCR en présence 
d’une trop grande quantité de 
sels, nécessité de diluer 
l’échantillon. 
-Coût (appareil) 
-Longue 
-Irréalisable en routine 
-Difficile 
-Main d’œuvre qualifiée 
-Quantités de matériels 
utilisés importantes 
-Sensibilité variable en 
fonction de souches utilisées 
-Agrégation non prise en 
compte 
Tableau II.5. Avantages et inconvénients des méthodes qRT-PCR et UFP. 
 
3.2. Mesures de la taille et de la mobilité électrophorétique des bactériophages 
La mobilité électrophorétique et la distribution de taille des suspensions de 
bactériophages ont été mesurées à 22 1°C en utilisant l’instrument NanoSizer (laser 
rouge He-Ne, 633 nm- Malvern Instruments). 
3.2.1. La mobilité électrophorétique 
Comme nous l’avions expliqué dans le chapitre I de ce travail, pour des 
microorganismes « souples », il n’est pas correct de parler de potentiel zêta (chapitre 
I.5.2) [48].   
Nous exprimerons les résultats destinés à évaluer la charge de surface des 
bactériophages en mobilité électrophorétique déterminée par électrophorèse par 
effet Doppler.  
II - Matériels et méthodes 
91 
 
Les particules chargées placées dans un champ électrique E, se déplacent à la vitesse 
v en fonction de leur charge. Leur mobilité électrophorétique mE correspond alors au 
rapport entre la vitesse acquise par la particule et la valeur du champ électrique : 
 
 
 
 
Eq II.4.  
Avec : 
mE : mobilité électrophorétique (m².s
-1.V-1), 
v : vitesse électrophorétique (m.s-1), 
 : module du champ électrique E (V.m-1). 
 
La concentration en bactériophages de la suspension utilisée correspond à la 
concentration de la suspension stock de bactériophages préparée soit 1011 UFP/mL, 
ou à 1010 UFP/mL quand la suspension est diluée dans un solvant (PBS, eau distillée, 
eau ultra pure…) ceci de manière à obtenir une réponse d’intensité suffisante. En 
effet, en dessous de 1010 UFP/mL, nous avons déterminé expérimentalement qu’il 
n’est pas possible d’effectuer une mesure de bonne qualité. 
 
Afin de pouvoir comparer nos résultats avec ceux de la bibliographie, ceci malgré les 
limites d’utilisation des théories dans le cas de particules à caractère mou, 
hétérogène et perméable aux ions, un calcul de potentiel zêta a été réalisé à partir 
des mesures de mobilité électrophorétique selon les équations développées en 
Annexe 5. 
3.2.2. Mesure de taille des bactériophages 
La distribution de tailles des suspensions virales a été déterminée en utilisant la 
diffraction dynamique de la lumière (DLS : Dynamic Light Scattering) également 
incorporée dans l'instrument de NanoSizer mentionné ci-dessus. La DLS détecte les 
fluctuations de l’intensité diffractée dues au mouvement brownien des particules. Les 
coefficients de diffusion respectifs (D) des différentes populations dans un échantillon 
polydisperse peuvent être extraits. En première approximation, le coefficient de 
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diffusion peut être converti en taille (rayon hydrodynamique de Stockes, RHS) de la 
particule en utilisant l'équation de Stokes-Einstein. 
                                  
 
 
 
Eq II.5.  
Avec : 
kB : constante de Boltzmann (1,38.10
-23 J.K-1), 
T : température absolue (K), 
D : coefficient de diffusion, 
 : viscosité dynamique du solvant (Pa.s). 
 
La sensibilité de l’appareil est faible, et est au dessus de 1010 UFP/mL lorsque l’on 
souhaite mesurer la distribution de tailles des bactériophages. Ainsi, seule la 
suspension stock de bactériophages de concentration égale à 1011 UFP/mL sera 
caractérisée.  
3.3. Caractérisation des suspensions de bactériophages par observation 
La microscopie électronique à transmission (MET) a été utilisée car elle permet la 
visualisation de la morphologie et la taille des virus. Cette technique de coloration 
négative nécessite une préparation de l’échantillon [84;85]. Cette préparation se 
déroule en plusieurs étapes, et a été réalisée par le Centre de Microscopie 
Electronique Appliquée à la Biologie de la Faculté de Médecine de Toulouse. Deux 
microlitres d’échantillon sont placés sur une grille métallique recouverte d’un film de 
carbone de 2OO mesh (le mesh correspond à un nombre de trous par inch carré (1 
inch= 2,54 cm)). L’excès du liquide sur la grille est enlevé à l’aide d’un papier filtre. 
Une solution contenant un agent contrastant tel que l’acétate d’uranyl (2% (w/v)) est 
ajoutée sur la grille et laissée à sécher pendant 30 secondes. L’agent se fixe 
préférentiellement au bord des particules adsorbées. Par sa forte masse atomique, le 
contrastant dévie les électrons. Ainsi l'échantillon biologique apparaît sombre sur un 
fond clair, d'où le nom de coloration négative. Les observations sont effectuées avec 
un microscope électronique à transmission Hitachi HU-12A. 
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4. Les essais aux interfaces en statique 
4.1. Quantification de la diminution de la concentration en phages infectieux au 
contact de différents matériaux 
 
Cette étude permet d’évaluer au cours du temps la concentration des bactériophages 
MS2 et Q infectieux (méthode UFP), (nous ne disposions pas encore de la technique 
qRT-PCR permettant de révéler la totalité des phages) au contact de différents 
matériaux pour différentes concentrations phagiques (103, 104 et 108 UFP/mL). Ce 
travail a pour but de définir le matériel le plus adapté pour la suite des expériences 
dans un récipient (statique), puis en filtration sur membrane (dynamique). En effet, il a 
été remarqué au cours de différentes études que les bactériophages pouvaient 
s’adsorber sur certains matériaux [71] entraînant une diminution de la concentration 
initiale de la suspension. Or, lors de la filtration membranaire, nous souhaitons que la 
concentration de la suspension ne varie pas dans l’alimentation, afin de déterminer la 
rétention de la membrane dans le « pire cas ».  
Différents matériaux peuvent être présents dans un appareil de filtration comme : le 
verre (Pyrex), l’Inox et le polypropylène. 
Les récipients en verre et en polypropylène utilisés dans cette étude sont des béchers 
de 100 mL, de  6,5 cm de hauteur et 5 cm de diamètre, dans lesquels environ 50 mL 
de suspensions de phages à différentes concentrations, préparées dans 8 g/L de 
chlorure de potassium (KCl) sont versés et mis sous agitation (300 tr/min) à l’aide 
d’un barreau magnétique (surface de contact/volume de suspension égal à 1,3 
cm²/mL). La concentration en sel est choisie de façon à atteindre une force ionique 
égale à 107 mM. Le KCl a d’abord été étudié, car c’est l’électrolyte 1 :1 le plus 
symétrique, et nous souhaitions commencer notre étude avec un électrolyte très 
neutre, mais il s’est avéré qu’il n’y avait pas de différence avec NaCl, ainsi ce dernier, 
plus fréquemment rencontré dans le domaine de l’eau, a été ensuite utilisé.  
De la même façon, des flacons en verre (souvent utilisés en microbiologie pour la 
conservation des suspensions de bactériophages) et des récipients en Inox de 1 L (15 
cm de hauteur et 9 cm de diamètre) ont été testés. Le volume de suspension versé 
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est calculé de façon à avoir un rapport interface triple (air, solide, liquide) / volume de 
suspension identique pour les béchers d’une part et le flacon en verre/récipient en 
Inox d’autre part. 
Des prélèvements au cours du temps ont alors été effectués (t0, t0+1h, t0+2h, t0+4h et 
t0+6h) et directement analysés par la méthode UFP, de manière à déterminer 
l’évolution de la concentration en bactériophages infectieux. Une moyenne est 
effectuée sur 2 à 3 expériences reproductibles. Une expérience est considérée 
reproductible lorsque l’écart type de la moyenne est inférieur à l’erreur expérimentale 
(déterminée dans les paragraphes 3.1.1.3 et 3.1.2.2 respectivement pour UFP et RT-
PCR).  
De la même façon, l’évolution de la concentration en bactériophages infectieux (MS2 
et Q) au contact de membranes de géométrie fibre creuse a été étudiée. Ces 
membranes ont été fournies par les différents industriels partenaires du projet et sont 
utilisées classiquement pour la production d’eau potable. Les membranes 
sélectionnées sont décrites dans la partie 5 de ce chapitre. L’expérience consiste à 
mettre un morceau de fibre creuse de masse donnée (identique quelle que soit la 
membrane égale à 0,14 g) en contact avec une suspension de bactériophages (à 108 
UFP/mL dans 9 g/L NaCl ou dans de l’eau distillée) dans une bouteille en verre de 100 
mL (le rapport aire de contact (membrane et parois)/ volume de suspension est 
calculé pour chaque membrane et est à 1,5 ±0,1). Une bouteille en verre témoin, sans 
fibre creuse est étudiée en parallèle. 
 
Nous pourrons définir, à l’analyse de ces résultats, les matériels les plus adéquats 
pour les expériences en statique et en filtration, c'est-à-dire ceux qui conduisent à 
une diminution de la concentration en bactériophages infectieux la plus faible 
possible.  
 
4.2. Quantification de l’infectivité des bactériophages dans différents solvants 
Une étude réalisée en statique dans des bouteilles en verre de 250 mL sous agitation 
(300 tr/min) à l’aide d’un agitateur magnétique, a été réalisée afin de quantifier 
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l’infectivité des bactériophages dans différents solvants (décrits en 2.4). Différentes 
suspensions de bactériophages de concentration 108 UFP/mL sont préparées dans le 
PBS, l’eau ultra-pure, l’eau du réseau et l’eau du réseau contenant 5 g/L de NaCl. Les 
concentrations en particules MS2 infectieuses (UFP), en phages MS2 détériorés (RT-
PCR SE « sans extraction ») et en ARN viraux totaux (RT-PCR AE « avec extraction ») 
sont déterminées au cours du temps, et cela pendant 4 heures. Les prélèvements sont 
immédiatement analysés par la méthode UFP, et congelés à -80°C pour être analysés 
ultérieurement par les méthodes RT-PCR (AE et SE).  
 
De plus, afin d’étudier l’influence de la teneur en sel sur la concentration en 
bactériophages, des suspensions phagiques à 108 UFP/mL dans de l’eau distillée 
additionnée de diverses concentrations en NaCl (1 ; 2 ; 3 ; 4 ; 5 ; 6 ; 7 ; 8 et 9 g/L) ont 
été préparées. Des prélèvements ont été effectués environ 5 minutes après ajout et 
agitation des bactériophages dans les solvants et immédiatement dilués dans du PBS 
et analysés par UFP et congelés à -80°C pour être analysés ultérieurement par la 
méthode RT-PCR.  
 
5. Caractérisations des membranes 
5.1. Les membranes 
5.1.1. Choix des membranes 
Les membranes utilisées pour ce travail sont des membranes d’ultrafiltration de 
géométrie fibre creuse à peau interne ou externe, fournies par les différents 
industriels partenaires du projet.  Les caractéristiques des membranes ont été 
fournies par les industriels et figurent dans le tableau II.6 suivant : 
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 Membrane A Membrane B Membrane C Membrane D 
Matériaux Acétate de 
cellulose (Ac) 
Polysulfone 
(Pf1) 
Polysulfone 
(Pf2) 
PolyVinyliDene 
Fluorure (PVDF) 
Diamètre interne fibre 
creuse (mm) 
0.93 ±0.02 0.8 ±0.02 0.38 0.5 
Diamètre externe fibre 
creuse (mm) 
1,66 ±0,02 1,4 ±0,02 0,72 0,8 
Type de filtration Int/ext Int/Ext Ext/Int Ext/Int 
Seuil de coupure 
(kg.mol
-1
)  
100 150 100 - 
Taille de pore (m) 0.01 0.02 - 0,02 
Perméabilité annoncée 
(L/h.m²bar, 20°C) 
260 ± 40 850 ±100 130 - 
Propriétés de surface Hydrophile Hydrophile Hydrophile Non ionique/ 
Hydrophile 
Tableau II.6. Propriétés des membranes fibre creuses fournies par les différents partenaires du 
projet (d’après les indications de chaque fabricant). 
 
5.1.2. Préparation des membranes 
Cette partie a pour but de présenter les différentes étapes de préparation des 
membranes, du déconditionnement avant caractérisation à la conservation de celles-
ci après caractérisation. 
 
Mise en module : 
Un tube en PVC de 30 cm de long et de 8 mm de diamètre interne est percé au 
milieu (à 15 cm) dans le cas d’une configuration int/ext (figure II.2.A), ou alors à 
chaque extrémité (à 5 cm) dans le cas d’une configuration ext/int (figure II.2.B), pour 
la sortie du perméat dans le premier cas, pour l’alimentation en recirculation dans le 
second cas. 15 fibres creuses sont placées à l’intérieur du tube (module). A chaque 
extrémité du tube, de la colle époxy est coulée, en faisant bien attention que celle-ci 
soit bien distribuée entre chaque fibre.  
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A)   B)  
Figure II.2. Représentation schématique de la configuration Interne/Externe (A) et de la 
configuration Externe/Interne (B). 
 
L’aire membranaire est calculée pour chaque module et pour chaque membrane 
(tableau II.7). 
Membranes Aire membranaire (cm²) 
Membrane A 
Membrane B 
Membrane C 
Membrane D 
95 ±4 (n=14) 
90 ±5 (n=6) 
81 ±4 (n=6) 
92 ±2 (n=4) 
Tableau II.7. Aire membranaire pour chaque module contenant les différents matériaux 
membranaires. Une moyenne est effectuée sur l’ensemble des modules préparés pour 
chaque matériau. 
 
Conservation des membranes : 
Un module est ainsi préparé moins de 7 jours avant son utilisation, conditionné en 
remplissant le module d’une solution de bisulfite de sodium (NaHSO3) à 10 g/L afin 
d’éviter tout développement bactérien et conservé à 4°C jusqu’à son utilisation. 
 
Test d’intégrité : 
Les modules ainsi réalisés sont testés par une inspection visuelle qui définit si un 
module est intègre ou non.  La méthode consiste à appliquer sur un côté du module 
une pression (>1 bar) en maintenant l’autre côté du module bouché, s’il est possible 
de détecter la présence de bulles d’air dans le module cela signifie que le module est 
endommagé. 
 
Déconditionnement des fibres creuses : 
Les fibres creuses ont été fournies sous forme de faisceau de 130 cm ou de 70 cm de 
longueur, pour certaines séchées et conditionnées dans de la glycérine afin de 
pouvoir les conserver (membrane A et B), pour les autres conservées dans du bisulfite 
de sodium (membrane C et D). Une fois le module préparé, nous devons enlever 
toute trace de glycérine ou de bisulfite avant toute utilisation de celui-ci. Il est 
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nécessaire de faire passer environ 12000 L/m² sous 1 bar d’eau distillée pour rincer 
les membranes. Afin de vérifier l’absence de trace de glycérine ou de bisulfite en fin 
de rinçage, des prélèvements dans l’alimentation et le perméat sont effectués et 
analysés avec un analyseur de carbone organique total (Modèle  TOC-5050A, 
Shimadzu, Japon). Le principe consiste à oxyder l’échantillon en totalité en CO2 par 
combustion à 680°C puis de le faire passer sur un catalyseur à base de platine. Ce 
catalyseur est balayé en permanence par de l’air ou de l’oxygène de bonne pureté qui 
entraîne le CO2 provenant de l’échantillon vers le détecteur infra rouge.  
S’en suit alors un rétrolavage à 20 ppm de chlore libre pendant 10 min à 1- 1,5 bar 
(selon la membrane). Il a été montré dans une étude précédente que 20 ppm de 
chlore libre pendant 5-10 minutes permettait d’inactiver environ 99% des 
bactériophages MS2 [30]. Passé ce temps, la solution de chlore est laissée pendant 30 
min en contact dans le système de filtration. Puis un rinçage de 30 minutes (ou plus) 
avec de l’eau ultra-pure en circulation est effectué à 1- 1,5 bar, jusqu’à atteindre une 
concentration résiduelle en chlore inférieure à 0,02 ppm. 
 
Compactage des fibres creuses : 
Une fois le rinçage effectué, nous filtrons une solution d’eau distillée sous 1 bar de 
pression transmembranaire pendant environ 10 min. Afin de vérifier que dans notre 
gamme de pression, le compactage de la membrane a été correctement effectué, une 
série de mesures du flux de perméation est réalisée à pression montante (jusqu’à 1 
bar de pression transmembranaire) et descendante. Si une hystérèse est obtenue, 
cela signifie que le compactage de la membrane est insuffisant et un nouveau 
compactage doit être effectué.  
S’il n’y a pas d’hystérèse, alors le matériau est considéré comme stabilisé 
mécaniquement et la perméabilité hydraulique peut être déterminée.  
 
Régénération des fibres creuses : 
Même si dans la plupart des cas chaque module n’est utilisé qu’une fois, il peut 
s’avérer nécessaire de réutiliser celui-ci. Les fibres creuses étant caractérisées en 
termes de taux de rétention à l’aide de bactériophages, ceux-ci ayant des interactions 
II - Matériels et méthodes 
99 
 
différentes selon les membranes utilisées, ils peuvent alors engendrer un léger 
colmatage de la membrane. 
Ainsi, une fois la filtration de la suspension de bactériophages terminée, le module 
est rincé à l’aide d’environ 5 L d’eau distillée, filtrée sous 1 bar de pression 
transmembranaire. Cette étape permet l’élimination de dépôt éventuel. Le flux à l’eau 
est alors à nouveau mesuré pour vérifier si effectivement la perte de perméabilité est 
inférieure à 30% par rapport à la perméabilité à l’eau initiale (mesurée avant la 
filtration de bactériophages). D’après les normes AFNOR [AFNOR, 1997], en dessous 
de 30% de perte, le colmatage est considéré faible. Dans nos conditions de filtration, 
nous serons toujours en dessous de 10%. Un rétrolavage au chlore à 20 ppm et un 
rinçage avec de l’eau ultra-pure sont ensuite réalisés (voir déconditionnement des 
fibres). L’eau ultra-pure à l’intérieur du module est enfin remplacée par du bisulfite de 
sodium et celui-ci est conservé à 4°C jusqu’à sa réutilisation. 
5.1.3. Réalisation des défauts 
Des défauts traversant (c'est-à-dire altérant la membrane sur toute son épaisseur) de 
25 m de diamètre ont été réalisés par la société Impulsion de Saint Etienne, au 
moyen d’un laser femto seconde. Des photos ont été prises de chaque trou sur la 
surface de la fibre creuse par la société à l’aide d’un appareil photo numérique à 
travers un microscope. Une mire sur l’oculaire du microscope est disponible 
permettant la mesure de la taille des trous (figure II.3). Le trou a une forme conique 
traversant, 25 m étant le plus petit diamètre observé à l’intérieur de la fibre creuse. 
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A)                  B)  
Figure II.3.   A) Image au microscope d’un défaut traversant de 25 m de diamètre réalisé au 
laser femto seconde et B) représentation du défaut obtenu. 
 
5.2. Caractéristiques de transfert 
La perméabilité hydraulique et la courbe de sélectivité renseignent sur les 
performances de la membrane pour une séparation choisie, cette dernière 
permettant de déterminer le seuil de coupure de la membrane. 
5.2.1. Détermination de la perméabilité hydraulique de la membrane 
En présence d’eau exempte de solutés ou de particules en suspension filtrée à travers 
une membrane d’ultrafiltration, toute augmentation de la pression transmembranaire 
engendre une augmentation proportionnelle de la densité de flux volumique du 
perméat, ce qui permet d’assimiler la membrane à un milieu poreux idéal vérifiant la 
loi de Darcy : 
                                 
 
 
 
Eq II.6.  
Avec : 
J : flux de perméat (m.s-1), 
Q : débit de filtration du solvant pur (m3.s-1), 
A : surface filtrante (m²), 
Lp : perméabilité hydraulique de la membrane (m), 
PTM : pression transmembranaire (Pa), 
Rm : résistance hydraulique de la membrane (m
-1). 
 
 
Défaut 
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 Le coefficient de proportionnalité, Lp (à  près), est nommé perméabilité hydraulique 
de la membrane et dépend des caractéristiques intrinsèques de celle-ci : porosité, 
distribution de tailles de pores, épaisseur et hydrophilie de la membrane (etc.). Ce 
paramètre (Lp) représente ainsi le volume de solvant qu’il est possible de faire passer 
au travers de la membrane par unité de pression, de surface filtrante et de temps. A 
partir de cette loi, nous pouvons aussi déduire la résistance de la membrane (Rm) 
définie comme l’inverse de la perméabilité hydraulique. 
 
Avec l’hypothèse que le profil de pression à l’intérieur du module est linéaire, la 
pression transmembranaire (PTM) peut alors être approximée par la relation suivante 
(en supposant que le perméat est à la pression atmosphérique): 
 
                                                                                Eq II.7.  
Avec : 
Pe : pression à l’entrée du module (Pa), 
Ps : pression à la sortie du module (Pa). 
 
Pour obtenir expérimentalement la perméabilité d’une membrane, il convient de 
tracer la courbe de variation du flux de solvant à plusieurs pressions appliquées et de 
s’assurer que les points sont alignés et que la droite passe par l’origine. Un décalage 
par rapport à l’origine peut provenir d’un problème d’étalonnage de capteurs. Une 
non-linéarité peut venir d’une compression de la membrane sous l’effet de la 
pression (voir compactage des fibres creuses 4.1.2). 
 
Du fait de l‘évolution de la viscosité avec la température, il est nécessaire de relever 
celle-ci tout au long de l’expérience. Dans le cas de l’eau, nous utiliserons l’équation 
suivante, pour corriger l’effet de la température sur la perméabilité : 
 
                    - -                      Eq II.8.  
 
Avec : 
T : température (°C). 
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Cette équation est valable pour  [86]. 
 
De la même façon, la perméabilité est donnée pour une température de 20°C. La 
perméabilité Lp(T) est corrigée de l’effet de la température grâce à l’équation 
suivante : 
 
-               Eq II.9.  
  
Cette loi est obtenue à partir de l’évolution de la viscosité de l’eau en fonction de la 
température [86]. 
 
Dans le secteur industriel, cette perméabilité est très souvent exprimée en L.h-1.m-
2.bar1, la pression transmembranaire est alors exprimée en bar, le flux de perméat en 
L.h-1.m-2. Pour faciliter les comparaisons entre nos conditions opératoires et celles 
mises en œuvre sur site de production d’eau potable, nous avons choisi d’utiliser ces 
unités plutôt que celle du système international. 
5.2.2. Rétention de solutés modèles : courbe de sélectivité et seuil de coupure 
La sélectivité d’une membrane est souvent représentée sommairement par son seuil 
de coupure. Celui-ci est défini comme étant la masse molaire minimale d’un soluté 
test retenu à 90% (ou 95% selon les fabricants) par la membrane [AFNOR, 1997][63]. 
Sa détermination passe donc par le tracé de l’évolution du taux de rétention de 
molécules de traceurs en fonction de leur masse molaire, représentant ainsi la courbe 
de sélectivité (Figure II.4).  
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Figure II.4.  Courbe de sélectivité : détermination du seuil de coupure d’une membrane. 
 
Pour cela, il est nécessaire de définir le choix des traceurs, et les conditions 
opératoires pour l’obtention des données ainsi que les lois utilisées pour le calcul du 
coefficient de rétention. 
5.2.2.1. Solutés et équipement analytique 
Les essais de caractérisation ont été réalisés selon la norme AFNOR (Association 
Française de Normalisation) N-F standard X 45-103.  
Le choix des traceurs n’est pas aisé. En effet, ils doivent satisfaire plusieurs critères, en 
particulier, il faut veiller à ce que :  
- Les interactions spécifiques avec le matériau membranaire ou avec les 
macromolécules éventuellement adsorbées sur la membrane soient minimisées afin 
de rendre compte des caractéristiques intrinsèques de cette dernière ; 
- Les traceurs soient disponibles dans une large gamme de masses molaires ou 
tailles, de façon à couvrir la plage de rétention de 0% à 100% ; 
- Les traceurs soient détectables, même à très faible concentration, dans les 
perméats recueillis ; 
- Les molécules étalons soient les plus rigides possible afin que les conditions 
hydrodynamiques qu’elles subissent lors de la filtration ne modifient pas leur 
structure. 
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Selon le seuil de coupure annoncé de la membrane, la norme française recommande 
l'utilisation de polymères de synthèse : polyéthylène-glycol/polyéthylène oxide 
PEG/PEO (les PEO ayant une masse moléculaire plus importante que les PEG) ou 
dextranes.  
Dans cette étude ces deux types de traceurs ont été employés. Des solutions 
comprenant une seule taille de traceur (PEG ou PEO plus monodisperses) ou des 
solutions de différents traceurs mélangés (molécules de dextranes) ont été filtrées. 
Les expériences mettant en œuvre les PEG/PEO ont été réalisées au sein du 
laboratoire de Génie Chimique de Toulouse, les expériences avec les molécules de 
dextranes ont été effectuées par Aquasource, partenaire du projet (chapitre V). 
 
Une étude a donc été menée sur des membranes identiques en comparant les 
courbes de sélectivité et les seuils de coupure obtenus par la mesure de rétention de 
ces deux types de polymères de synthèses.  
 
i) Solutions de Dextranes  
Les dextranes sont des polysacharides flexibles qui sont commercialisés sous forme 
de fractions polydisperses centrées sur une masse molaire moyenne. Ils sont ainsi le 
plus souvent utilisés en mélange lors des filtrations. 
Selon la sélectivité de la membrane examinée, deux mélanges ont été choisis : 
Mélange n°1: T10 : 25%w, T40 : 50%w, T70 : 25%w pour une concentration totale de 2 
g.L-1 (Sigma-Aldrich) ; 
Mélange n°2: T70 : 25%w, T110 : 50%w, T500 : 25%w pour une concentration totale 
de 2 g.L-1 (Sigma-Aldrich). 
L'azoture de sodium (NaN3 0,1 g.L
-1) a été ajouté pour empêcher la prolifération 
bactérienne. 
ii) Solutions de PEG/PEO 
Contrairement aux dextranes, les PEG/PEO sont disponibles sous forme de fractions 
monodisperses ce qui permet, s’ils sont filtrés séparément, de les analyser par la 
mesure du carbone organique total de la solution. Les polyéthylènes se trouvent sous 
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forme oxydée (PEO) à partir d’une masse molaire de 55 000 g.mol-1. La concentration 
de chaque solution de PEG/PEO est de 1,0 g.L-1. Les PEG sélectionnés dans cette 
étude ont des masses molaires de : 1; 2; 4,6; 10; 20 et 35 kg.mol-1 (Fluka). Les PEO 
employés sont de : 55 (Fluka), 100 et 200 kg.mol-1 (Acros). 
 
iii) Equipement analytique 
Dans le cas des mélanges de dextranes, les échantillons de perméat et d’alimentation 
ont été analysés par chromatographie de perméation de gel en utilisant une colonne 
TSK G4000PW couplée à une analyse par réfractométrie. La chromatographie de 
perméation de gel permet de séparer les dextranes sur la base de leur taille et de 
mesurer leur concentration par réfractométrie. Les analyses ont été effectuées à 35°C 
en utilisant de l'eau ultra-pure contenant 0,1 g.L-1 de NaN3 comme éluant à un débit 
de 0,5 mL.min-1. 
 
Dans le cas de la filtration des PEG/PEO monodisperses, les échantillons ont été 
analysés par un analyseur de carbone organique total (COT-5050A, Shimadzu, Japon) 
décrit précédemment (5.1.2). 
5.2.2.2. Acquisition et traitement des données 
La méthode consiste à filtrer sur le banc de filtration une solution de traceurs, de 
composition connue. L’évolution du flux de perméat est suivie au cours du temps, 
pour différentes pressions transmembranaires. Un échantillon du perméat est prélevé, 
une fois le flux stabilisé, pour chacune de celles-ci.  
Dans des études précédentes réalisées au laboratoire, le traitement des données de 
rétention a été bien détaillé dans la thèse de Sandrine Rouaix [87] ou encore par 
Causserand et al. [88]. Ci-dessous sont seulement décrits les grands axes de la 
méthode qui nous ont permis d’obtenir le seuil de coupure des membranes testées. 
 
Ainsi, à partir d'une comparaison entre les concentrations en solutés dans le rétentat 
Ci,R  et dans le perméat Ci,P, nous avons calculé pour chaque molécule de traceur (ou 
chaque fraction i) la rétention observée Ri,obs définie par: 
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Eq II.10.  
 
Avec : 
Ci,R: concentration de la fraction i de traceur dans le rétentat (g.L
-1), 
Ci,P: concentration de la fraction i de traceur dans le perméat (g.L
-1). 
 
 
Selon la bibliographie, il est nécessaire de réduire au minimum voir d’annuler les 
effets de la polarisation de concentration pour pouvoir considérer la courbe de 
rétention comme caractéristique intrinsèque de la structure poreuse de la membrane. 
La polarisation de concentration peut être modélisée par la théorie du film qui 
permet de relier le coefficient de rétention à la membrane (Rm) au coefficient de 
rétention observé Robs. Alors pour chaque fraction, il est possible de déterminer 
graphiquement Rm dans les conditions où, en traçant  en fonction du flux J, 
une droite est obtenue selon l’équation suivante [89] :  
 
                   
 
 
Eq II.11.  
 
Avec:      
kCL: coefficient de transfert dans la couche limite (m.s
-1).  
 
En traçant la courbe Rm= f(MM) on obtient une caractérisation satisfaisante de la 
membrane et une détermination de son seuil de coupure. 
De plus, il a été démontré que le rayon hydrodynamique est plus approprié que la 
masse molaire pour une caractérisation standard des membranes, car il permet de 
prédire le comportement d’une classe de solutés à partir des données collectées avec 
une classe différente. On peut alors également déterminer un seuil de coupure, non 
pas en termes de masse molaire, mais à partir du rayon hydrodynamique de la plus 
petite molécule de traceur retenue à 90% par la membrane. 
En première approximation, le rayon hydrodynamique (rhyd) est calculé selon 
l'équation suivante [90]: 
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Eq II.12.  
Avec : 
rhyd : rayon hydrodynamique (nm), 
 : viscosité intrinsèque de la solution (m3.g-1), 
MM : masse molaire (g.mol-1), 
(.MM) : proportionnel au volume hydrodynamique (m3.mol-1),  
: constante de proportionnalité entre le rayon de la sphère équivalente et le rayon 
de gyration de la molécule de polymère (pris égal à 1), 
N : nombre d’Avogadro (mol-1). 
 
Dans le cas des dextranes, nous avons utilisé la relation suivante [91]: 
 
 
 
Eq II.13.  
        
Dans le cas de PEG, l’équation retenue est [91]: 
 
 
 
 
Eq II.14.  
Cette équation sera aussi utilisée par extrapolation pour les PEO.  
 
6. La filtration membranaire 
6.1. Montage expérimental 
Le banc de filtration réalisé par M. Rouch J.C, dont le schéma est présenté ci-après 
(figure II.5), a été utilisé pour déterminer la perméabilité hydraulique de la membrane, 
la courbe de sélectivité des membranes ainsi que les taux de rétention des différents 
bactériophages étudiés. 
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Figure II.5.  Schéma du banc de filtration tangentielle dans le cas d’un type de filtration 
intérieur/extérieur. 
 
La suspension à filtrer est contenue dans le bac d’alimentation de 5 L en Pyrex 
(bécher thermostatable de diamètre int/ext 150/185 mm et de hauteur 225 mm). La 
vitesse d’agitation du réservoir est maintenue à 300 tr/min à l’aide d’un agitateur 
magnétique placé sous celui-ci (Heidolph MR 3000 D). Le rétentat et le perméat sont 
constamment recyclés dans la cuve d’alimentation afin de maintenir une 
concentration constante, lors de la filtration de traceurs ou de bactériophages. 
 
La pompe volumétrique (PCM P2MGI, Moineau, Vanves, France) assure la circulation 
du liquide. Le débit d’alimentation est contrôlé par un débitmètre électromagnétique 
(Promag 30 , Endress+Hauser, Eysines, France) et est régulé par un régulateur (West 
6100, I.S.O., Toulouse, France). Le débit de perméat est mesuré également par un 
débitmètre électromagnétique (Picomag, DMI 6530, Eysines, France). La pompe est 
munie d’un by-pass pour les faibles vitesses de circulation de manière à éviter sa 
détérioration. En sortie de module, une vanne permet de régler la pression 
transmembranaire. Des capteurs de pression (PR 21-5, Keller, Le Plessis Robinson, 
France) sont placés en amont et en aval du module ainsi que sur la ligne du perméat. 
La tubulure utilisée dans le pilote de filtration est en polyamide. 
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Les expériences de filtration ont été réalisées à température ambiante 20 2 °C, la 
mesure de température se fait grâce à une sonde placée directement dans le bac 
d’alimentation. 
Pour chaque module, pour une vitesse tangentielle donnée correspondant à un 
nombre de Reynolds proche de 1800 (vitesse de circulation comprise entre 60 et 70 
L/h selon les membranes), les solutions sont filtrées à la même pression 
transmembranaire de 0,5 bar. Cette pression a été choisie en regard des pressions 
utilisées sur site de production d’eau potable. La durée des filtrations répond au 
compromis trouvé entre le temps durant lequel les bactériophages restent infectieux 
et le temps nécessaire à la stabilisation des phénomènes de transfert que l’on 
cherche à observer. Ainsi, le temps de filtration ne dépassera pas les 4 heures mais 
nous verrons dans la suite de ce document qu’il peut être beaucoup plus faible. Il 
devra aussi durer au minimum 10 minutes, le temps que la suspension dans le 
système soit bien homogène et pour pouvoir effectuer au moins deux  prélèvements. 
Une moyenne sur les concentrations des rétentats et des perméats et par conséquent 
ensuite sur les abattements a été effectuée sur au moins deux filtrations 
reproductibles réalisées sur des modules différents. Une filtration est considérée 
reproductible lorsque la perméabilité est identique avec un écart type de  30 L.h-1.m-
2.bar-1 au maximum et que l’écart type des moyennes des concentrations mesurées 
dans le rétentat et le perméat est inférieur à l’incertitude expérimentale calculée 
respectivement sur les concentrations du rétentat et du perméat, soit par exemple de 
22% pour la concentration du rétentat d’après les calculs établis dans le paragraphe 
3.1.1.3 de ce chapitre en UFP. 
6.2. Protocole des essais 
Un suivi et une organisation précise des expériences sont nécessaires lors de la 
filtration de bactériophages. Ci-dessous est détaillé le protocole: 
 
Jour -2 (avant la filtration): 
- Préparer de la gélose trypcase soja dans des flacons de 500 mL,  de la gélose molle 
dans des flacons de 200 mL, des solutions de PBS dans des flacons de 1L, la 
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composition de ces milieux est détaillée en 2.2.1. Préparer aussi des tubes en verre 
dans des paniers pour autoclave (utilisés pour les dilutions). Une fois autoclavés (15 
minutes à 120°C), les flacons pourront être conservés pendant 30 jours à 4 2°C, les 
tubes en verre pendant 30 jours à température ambiante. 
- Tant que la gélose est en surfusion, utiliser les flacons pour couler des boîtes de 
Petri qui pourront être également conservées 30 jours à 4 2°C. 
- A partir des souches d’E.Coli préalablement préparées et conservées à 80 2°C, 
réaliser deux repiquages successifs de la bactérie hôte correspondant aux 
bactériophages à tester à 24 heures d’intervalle. Le second repiquage sera utilisé pour 
préparer la suspension bactérienne destinée au dénombrement du bactériophage. 
- Préparer un module contenant 15 fibres creuses que l’on souhaite étudier 
(protocole 5.1.2). 
 
Jour -1 (avant la filtration): 
- Mettre en place le montage de filtration avec un module sans membrane et remplir 
le réservoir d’eau distillée avec 200 ppm de chlore libre. Faire circuler en boucle la 
solution pendant 1 heure environ. Rincer le montage de filtration avec de l’eau 
distillée jusqu’à obtenir une concentration en chlore libre inférieure à 0,02 ppm. 
- Mettre en place le module contenant les membranes, remplir le réservoir d’eau 
distillée et rincer les membranes jusqu’à avoir une concentration en carbone 
organique total inférieure à  0,5 mg/L. Compacter la membrane pendant environ 1h à 
1 bar (cf. 51.2). 
- Déterminer la perméabilité à l’eau de la membrane par des mesures de flux à l’eau 
distillée sous trois pressions transmembranaires différentes (0,25 ; 0,5 et 1,0 bar). 
Réaliser deux mesures cohérentes pour chaque pression appliquée.  
- Enlever le module membranaire, le conserver dans l’eau à 4 2°C (durant la nuit). 
 
Jour de la filtration: 
- Replacer le module membranaire et rincer avec 10 litres environ d’eau ultra pure à 1 
bar (sans recirculation de la solution). 
-Déterminer à nouveau la perméabilité de la membrane. 
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-Vider le réservoir et remplacer l’eau ultra pure par le solvant (2 litres environ) que 
l’on souhaite étudier et faire circuler le milieu dans le système de filtration (sans 
recirculation de la solution). 
-Relever la température, la conductivité, le pH du solvant avant et après ajout des 
bactériophages. On ajoute 2 mL de suspension stock de bactériophages, 
préalablement décongelée à concentration 1011 UFP/mL à 2 litres de solvant dans un 
flacon de 5 L en verre. On travaille ainsi avec une concentration d’alimentation de 
bactériophages à 108 UFP/mL. On effectue un prélèvement de la suspension 
d’alimentation directement dans le flacon. 
- Appliquer la pression transmembranaire choisie (dans notre étude, 0,5 bar). Des 
prélèvements sont alors effectués directement en sortie du module pour le perméat, 
et en sortie du tuyau de recirculation dans le bac d’alimentation (rétentat). Les 
échantillons sont stockés directement après prélèvement à 4 2°C [92]. 
- 15 min après le début de la filtration, afin de contrôler l’adsorption des 
bactériophages sur le système de filtration, 2 mL de suspension stock de 
bactériophages (1011 UFP/mL) sont ajoutés dans le réservoir d’alimentation (détaillé 
dans le chapitre IV). 
- Toutes les 10 minutes environ, la température, la pression transmembranaire, le pH, 
la conductivité ainsi que le débit de perméat sont contrôlés et doivent rester 
constants (ajuster si nécessaire). 
- Le réservoir est ensuite vidé et la suspension de bactériophages remplacée par de 
l’eau distillée. 
-  La perméabilité de la membrane est alors déterminée. 
- Un module sans membrane est placé sur le montage de filtration et le réservoir 
contenant l’eau distillée est additionné de 200 ppm de chlore libre. Faire circuler en 
recirculation la solution pendant 1 heure environ. Puis rincer le montage de filtration 
avec de l’eau distillée jusqu’à obtenir une concentration en chlore libre inférieure à 
0,02 ppm. 
- Un prélèvement dans le réservoir est effectué afin de vérifier si le système de 
filtration ne contient plus de bactériophages. 
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- Un dénombrement des échantillons prélevés est effectué (protocole détaillé en 
3.1.1.2) par la méthode UFP dans la journée.  
- Les échantillons sont congelés à -80°C pour une analyse ultérieure par RT-PCR. 
7. Conclusion  
Ce chapitre nous a permis de présenter l’ensemble du matériel et les méthodes 
nécessaires à l’étude du comportement des bactériophages MS2 et Qlors des essais 
aux interfaces en statique et en dynamique lors de la filtration membranaire. 
En plus des techniques classiquement employées en microbiologie et/ou en filtration 
membranaire, cette étude a nécessité la mise en place de certains protocoles précis et 
spécifiques, et l’évaluation des limites des méthodes employées dans nos conditions. 
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1. Introduction 
Le premier chapitre nous a permis de constater qu’actuellement il n’existe pas de 
protocole standardisé décrivant avec précision les conditions de préparation d’une 
suspension de phages isolés en vue de son utilisation en filtration (ce qui implique des 
contraintes supplémentaires en termes de volume et de coût).  
 
Dans une première partie, une recherche sur la méthode d’amplification a donc été 
effectuée, afin de déterminer le procédé de préparation le plus adapté pour l’obtention 
d’une suspension stock de phages isolés, sans impuretés, en quantité importante et 
pour un prix intéressant. Divers protocoles ont alors été mis en œuvre et les suspensions 
obtenues ont été caractérisées en termes de taille et de morphologie. 
 
Nous avons aussi relevé dans le premier chapitre, que la diminution de la concentration 
en bactériophages infectieux peut être la conséquence d’une adsorption de ces derniers 
sur les parois d’une surface solide hydrophobe (polypropylène) pour des forces ioniques 
élevées, ou d’une inactivation lorsqu’une interface triple air-liquide-solide est présente.  
Ainsi dans une seconde partie, afin d’évaluer ces effets dans le contexte de notre étude, 
des expériences ont été réalisées visant à quantifier la perte de phages MS2 infectieux 
suite à leur contact avec différents matériaux susceptibles d’être présents dans le 
système de filtration ou utilisés lors de la préparation des suspensions : verre, Inox, 
polypropylène ou encore membranes fibres creuses. Dans ce travail la présence 
d’interface air-eau-solide dans le système est prise en compte et un électrolyte 1 :1, 
typiquement KCl est utilisé (I égal à 107mM).  
 
Pour les différentes études, nous avons choisi de réaliser l’ensemble des expériences à 
pH neutre car c’est le pH de l’eau dans les stations de production d’eau potable, mais 
aussi parce qu’à ce pH les phages MS2 et Q sont sous forme isolée, quelle que soit la 
force ionique de la suspension pour MS2 et seulement à faible force ionique pour le 
phage Q. 
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Dans une troisième partie, afin de décrire l’impact du solvant de dilution sur la 
suspension phagique, nous avons étudié le comportement des bactériophages MS2 et 
Q en suspension dans différentes matrices, typiquement l’eau ultra-pure, l’eau du 
réseau et le PBS. La stabilité au cours du temps des bactériophages mis en suspension 
dans ces différents solvants a alors été examinée. L’influence de la force ionique a 
ensuite été évaluée afin de déterminer la concentration en sels pour laquelle l’ensemble 
des phages présents en suspension sont infectieux. La mobilité électrophorétique des 
suspensions stock et des diverses suspensions diluées de bactériophages MS2 et Q a 
par ailleurs été déterminée. 
 
2. Quantification de la stabilité de la suspension stock de 
bactériophages 
 
2.1. Préparation des suspensions stock de bactériophages et caractérisations 
Comme nous l’avions expliqué dans le chapitre II de cette étude (paragraphe 2.2.1), trois 
différentes méthodes d’amplification des bactériophages MS2 ont été testées (Norme 
ISO 10705-1, méthode ATCC et méthode disponible à l’Institut Pasteur).  
La Norme ISO 10705-1 a été élaborée pour la détection et le dénombrement des 
bactériophages ARN-F spécifiques présents dans tous les types d’eaux, les sédiments, 
les boues ou encore les extraits de coquillage. Cette norme est surtout utilisée pour 
indiquer la présence de matières fécales, évaluée par la détection de phages. Cette 
norme est plus axée sur le dénombrement de phages que sur la méthode 
d’amplification de ces derniers. Toutefois la mise en culture du bactériophage MS2 
décrite dans une « annexe informative » de la norme sera testée dans le cadre de cette 
étude. 
 
Les suspensions de bactériophages obtenues via chaque méthode ont été caractérisées 
par NanoSizer (mesure de taille), microscopie électronique à transmission (taille et 
morphologie) et les méthodes ont été comparées en matière de coût. 
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Ainsi, à la lumière de ces résultats, nous avons pu choisir la procédure d’amplification 
qui satisfait au mieux les critères fixés par notre étude. 
Le tableau III.1 présente des éléments de coût des consommables des différentes 
méthodes d’amplification étudiées. Sont pris en compte dans le calcul du coût, les 
différentes souches (E.coli et le bactériophage MS2) et les milieux nécessaires à la 
préparation de la suspension. La main d’œuvre et l’amortissement du matériel n’ont pas 
été comptabilisés.  
Nous pouvons constater que la Norme ISO 10705-1 permet l’obtention d’une petite 
quantité de phages (25 mL) pour un coût de consommables pour 1 mL de suspension 
relativement élevé (7,2 euros/mL). La méthode ATCC permet l’obtention d’un volume 
relativement élevé, environ 150 mL, en considérant une suspension de concentration 
rapportée à 1011 UFP/mL et pour un coût de consommables pour 1 mL de suspension 
relativement faible (1,44 euros/mL). La méthode disponible à l’Institut Pasteur, que nous 
appellerons « méthode Pasteur » permet en seulement 2 jours de préparation, 
l’obtention d’un grand volume de suspension (75 mL) et 1 mL de suspension revient à 
moins de 2 euros (consommables).  
 
 Norme ISO  
10705-1 
Méthode ATCC Méthode  
Pasteur  
Durée nécessaire pour la 
préparation 
(nombre de jours) 
 
3 
 
3 
 
2 
E.Coli +Phage MS2 utilisés 
 
E. Coli ATCC 
15597 + MS2 
15597-B1 
E. Coli ATCC 15597 
+ MS2 15597-B1 
 
E. Coli W1485 
(ATCC 12435)  
+ MS2 15597-B1  
Coût consommables (euros) pour 
une amplification  
(phage+milieux) 
180 180 140 
Concentration obtenue (UFP/mL) 10
11
 10
12
 10
11
 
Volume de suspension obtenue 
(mL) pour 1mL de suspension mère 
25 10-15 75 
Coût (euros/mL) 7,2 14,4 1,9 
Tableau III.1. Comparaison du coût des différentes méthodes d’amplification des bactériophages 
MS2 (Norme ISO 10705-1, méthode ATCC et méthode disponible à l’Institut Pasteur). 
 
 
Ainsi, à la lumière de ce tableau, les méthodes ATCC et « Pasteur » semblent les plus 
favorables en matière de coût de consommables et de quantité de suspension préparée. 
Cependant avant de retenir une de ces méthodes, il est nécessaire de vérifier si la 
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suspension obtenue est non agrégée et pure. Une comparaison de la taille et de la 
morphologie (NanoSizer et MET) a donc été effectuée entre les trois différentes 
méthodes. La suspension préparée par la méthode ATCC a été mise de côté car dans ce 
cas les analyses par MET et NanoSizer ont montré la présence de nombreux phages 
agrégés (concentrations égales à 1011 et 1012 UFP/mL) et la méthode de préparation de 
la suspension est relativement lourde à mettre en place. Ainsi, seule une comparaison 
entre la norme ISO 10705-1 et la « méthode Pasteur » est présentée en 2.1.1. 
 
2.1.1. Le bactériophage MS2 
 Mesure de taille et morphologie 
Les suspensions préparées à partir de la Norme ISO 10705-1 et de la « méthode 
Pasteur » ont été caractérisées en termes de taille, de forme par MET et NanoSizer. Les 
tailles des phages MS2 dans les suspensions stock obtenues après amplification à partir 
de la Norme ISO 10705-1 et de la « méthode Pasteur », ont été comparées à 
l’échantillon de phages MS2 fourni par l’Institut Pasteur (figure III.1). L’analyse de la 
suspension de phages est effectuée à pH neutre et à température ambiante (22 1°C), la 
suspension est filtrée sur un filtre de 0,2 m avant d’être versée dans la cuve de mesure. 
Les suspensions stock de bactériophages MS2 ont été analysées sans être diluées à 
cause des faibles sensibilités des appareils de mesure (MET et NanoSizer). La 
concentration de la suspension fournie par l’Institut Pasteur est typiquement de 3x1011 
UFP/mL, les concentrations amplifiées d’après la Norme ISO 10705-1 et la « méthode 
Pasteur » sont aussi aux alentours de 1011 UFP/mL (la concentration peut varier 
légèrement lors de la procédure d’amplification). Le pH et la conductivité de la 
suspension stock de MS2 obtenue après amplification ont été mesurés et sont 
respectivement égaux à 7,1 et à 16,5 mS/cm, ce qui correspond aux valeurs du tampon 
phosphate (II.2.4). 
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Figure III.1. Comparaison des tailles des phages MS2 dans les suspensions stock obtenues après 
amplification à partir de la Norme ISO 10705-1 et de la « méthode Pasteur », comparées à 
l’échantillon de phages MS2 fourni par l’Institut Pasteur. Les valeurs des diamètres des phages MS2 
(nm) correspondant à chaque pic sont reportées sur la figure. 
 
L’échantillon de suspension de phages MS2 fourni par l’Institut Pasteur révèle une taille 
majoritaire de 28 5 nm. Les phages sont sous forme isolée, quelques agrégats de 
l’ordre de 142 nm semblent être présents mais à une quantité relativement faible (moins 
de 2 % en volume au maximum).  
La caractérisation des phages MS2 amplifiés selon la Norme ISO 10705-1 montre la 
présence de 3 populations de tailles différentes, typiquement autour de 33 nm, 220 nm 
et 1484 nm. Ainsi, la suspension obtenue présente des agrégats de taille relativement 
importante malgré la filtration de la suspension avant analyse sur un filtre de 0,2 m. La 
suspension alors préparée n’est pas stable et a tendance à s’agréger rapidement. Cette 
méthode de préparation ne permet pas l’obtention d’une suspension de particules de 
MS2 isolées.  
La suspension de phages MS2 obtenue après amplification selon la « méthode 
Pasteur », présente une taille majoritaire de 31 12 nm, avec un pourcentage en volume 
plus faible que l’échantillon de suspension de MS2 fourni par l’Institut Pasteur, de l’ordre 
de 32 % au maximum. Les phages sont isolés avec cependant la présence d’agrégats 
autour de 122-295 nm mais avec un pourcentage maximum en volume de 2% 
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seulement. La méthode fournie par l’Institut Pasteur semble être adaptée à la 
préparation d’une suspension de particules majoritairement non agrégées. De plus, nos 
résultats semblent proches des résultats obtenus par Langlet et al. [3;4], donnant la taille 
de leur suspension stock de phages MS2 à 23 1 nm dans une solution de 0,2 mM de 
PBS (pH neutre et température égale à 23 0,1°C), ou autour de 25-30 nm dans une 
solution de 1mM NaNO3 (pH7,2) avec un pourcentage en volume maximum de 16%.  
La présence d’un large pic autour de 150 nm dans la suspension de MS2 fourni par 
l’Institut Pasteur ainsi que dans les suspensions amplifiées indique la présence en 
suspension d’agrégats constitués d’environ 5 phages ou d’impuretés qui ne peuvent pas 
être complètement éliminés par la filtration effectuée en amont sur un filtre de 0,20 m. 
 
La taille et la morphologie des particules de MS2 fournies par l’Institut Pasteur et 
amplifiées (Norme ISO 10705-1 et « méthode Pasteur ») ont été observées par 
microscopie électronique à transmission (MET). 
 
 Les figures III.2 et III.3 présentent les images MET des suspensions de phages MS2 
amplifiées respectivement selon la Norme ISO 10705-1 et la « méthode Pasteur » 
obtenues au Centre de Microscopie Electronique Appliquée à la Biologie de la Faculté 
de Médecine de Toulouse.   
 
L’image MET III.2, présente une suspension de phages agrégés, contenant des impuretés 
dans lesquelles les phages sont piégés. La taille d’un phage est d’environ 30 nm. 
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Figure III.2.  Image MET de la suspension de phages MS2 amplifiés selon la Norme ISO 10705-1 
obtenue au Centre de Microscopie Electronique Appliquée à la Biologie de la Faculté de Médecine 
de Toulouse (MET- Hitachi HU-12A). 
 
 
Au contraire, les phages MS2 obtenus après amplification selon la « méthode Pasteur » 
(figure III.3) apparaissent isolés, circulaires avec un diamètre d’environ 30 nm. La 
présence de quelques agrégats d’environ 100 nm est également visible sur l’image, 
correspondant à l’association de trois à cinq bactériophages. Enfin, la suspension 
obtenue ne contient pas d’impuretés.  
 
De la même façon, Arkhangelski et al. [41] ont observé que les bactériophages MS2 de 
forme sphérique mesuraient 30 nm environ de diamètre, leur image MET présente aussi 
des bactériophages agrégés, mais les conditions de la mise en suspension (pH, 
solvant…) ne sont pas détaillées dans la publication. 
 
En comparant les images MET obtenues avec l’échantillon fourni par Pasteur et après 
amplification par la « méthode Pasteur », nous obtenons la même image (figure III.3). 
L’amplification n’a donc pas d’effet sur les caractéristiques taille et morphologie de la 
suspension. 
 
1 cm = 100 nm 
Phage MS2  
Impuretés  
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Figure III.3. Image MET de la suspension de phages MS2 amplifiés selon la « méthode Pasteur » 
obtenue au Centre de Microscopie Electronique Appliquée à la Biologie de la Faculté de Médecine 
de Toulouse (MET- Hitachi HU-12A). 
 
 
 Détermination de la mobilité électrophorétique  
La mobilité électrophorétique des bactériophages MS2 présents dans la suspension 
stock amplifiée selon la « méthode Pasteur » mesurée (NanoZS) à 25°C, à pH7,2 et pour 
une force ionique de 182 mM (PBS) est égale à -1.13 0,05 (m/s)/(V/cm). Cette valeur 
est comparable à celle mesurée par Langlet et al. qui obtiennent pour une force ionique 
proche (100mM NaNO3), -1,16 (m/s)/(V/cm) [4]. Le potentiel zêta correspondant est de 
-14,4 mV, comparable à -17,7 mV trouvés par Pontius et al. [46]. 
 
 Le bactériophage Q
Les résultats obtenus et les conclusions tirées pour l’amplification des phages MS2, nous 
ont amenés à amplifier les phages Q selon la méthode disponible à l’Institut Pasteur. 
Une caractérisation de la suspension stock de phages Qainsi préparée a été effectuée 
afin de vérifier la taille et la forme des bactériophages. Le phage Q étant reçu dans une 
ampoule lyophilisée (en poudre), il n’est pas possible de comparer la suspension 
amplifiée à la suspension mère. 
 
 Mesure de taille et morphologie 
Ainsi, la suspension de phages Q a été caractérisée après amplification (MET et 
NanoSizer) et comparée à la suspension de phages MS2 obtenue dans les mêmes 
1 cm = 100 nm 
Phage MS2 
 isolé 
Agrégat de 
phages MS2  
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conditions. Les pics obtenus sur la figure III.4 correspondant aux phages Q et MS2 sont 
situés à 24 nm de diamètre environ. Le diamètre moyen des phages Qest de 30 11 
nm. La suspension de phages Q semble être plus polydisperse que la suspension de 
MS2, cela peut être expliqué par une façon différente qu’ont les particules de Q de 
diffuser la lumière, par la présence d’un plus grand nombre d’agrégats de petites tailles 
ou alors par la présence d’impuretés.  
 
 
 
 
Figure III.4. Comparaison des tailles des suspensions stock de phages MS2 et Qobtenues après 
amplification (méthode Pasteur). Les valeurs des diamètres des phages (nm) correspondant à 
chaque pic sont reportées sur la figure. 
 
L’image MET (figure III.5) représentant la suspension de phages Q amplifiée selon la 
« méthode Pasteur » montre la présence de phages isolés mais aussi agrégés. La 
suspension ne contient pas d’impuretés, l’hypothèse faite sur leur présence pour 
expliquer la polydispersité de la suspension observée sur la figure III.4, n’étant pas 
confirmée, nous retiendrons les hypothèses : i) d’une diffusion de la lumière différente 
selon les particules de MS2 ou Q ; ii) de la présence d’un plus grand nombre 
d’agrégats de petite taille (2 à 3 particules).  
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Figure III.5. Image MET de la suspension de phonages Q amplifiés selon la « méthode Pasteur » 
obtenue au Centre de Microscopie Electronique Appliquée à la Biologie de la Faculté de Médecine 
de Toulouse (MET- Hitachi HU-12A). 
 
Le phage Q est alors moins stable en suspension que le bactériophage MS2 dans les 
mêmes conditions d’amplification, une présence d’agrégats plus nombreux est 
observée, vérifiée par l’image MET (figure III.5) et la distribution de taille plus 
polydisperse (figure III.4).  
Cela peut être due à la force ionique élevée (I= 182 mM) de la suspension stock de 
phages, en effet Langlet et al. [4] ont montré que pour une force ionique égale à 100 
mM (NaNO3) des agrégats de diamètre du micromètre sont présents en suspension.  
 
 Détermination de la mobilité électrophorétique  
La mobilité électrophorétique des bactériophages Q présents dans la suspension stock 
après amplification mesurée (NanoZS) à 25°C, à pH7,2 et pour une force ionique de 182 
mM (PBS) est égale à -0,85 0,05 (m/s)/(V/cm). Cette valeur est légèrement inférieure 
mais reste très proche en valeur absolue de celle obtenue pour le phage MS2 (-1,13 
0,05) dans les mêmes conditions opératoires. Etant donné le peu de différence 
observée (0,28 0,05 (m/s)/(V/cm)), il ne nous est pas possible de dire clairement que 
E(Q) est plus petite en valeur absolue que E(MS2) d’autant plus que cette différence 
n’est plus observée lorsque des mesures de mobilité électrophorétique sont effectuées 
pour des forces ioniques plus faibles. En effet, dans le cas de phages Q et MS2 dilués 
dans l’eau du réseau ou l’eau ultra pure, les mobilités E(MS2/Q) restent comprises 
entre -1,4 et -0,4  0,05 (m/s)/(V/cm) quels que soient le phage et la force ionique, 
1 cm = 100 nm 
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aucune suite logique n’est observée en fonction du solvant de dilution. Une diminution 
en valeur absolue de E n’est donc pas observée lorsque la force ionique de la 
suspension augmente comme cela avait été noté pour les bactériophages MS2 et 
Qdans le chapitre I [4;40]. 
Les travaux publiés montrent que selon les auteurs, une différence entre E(Q) et 
E(MS2) peut être ou ne pas être observée. Ainsi, Shirasaki et al. [6] ont relevé une 
mobilité électrophorétique plus grande en valeur absolue pour MS2 (-2,2 (m/s)/(V/cm)) 
que pour Q (-1,2 (m/s)/(V/cm)) dans de l’eau milli-Q. Au contraire, Langlet et al. ne 
font pas de distinction entre les deux phages pour différentes forces ioniques, et 
obtiennent pour 100mM (NaNO3) et 1 mM (NaNO3) respectivement -1,16 et -3,2 
(m/s)/(V/cm) [4].   
Nous retiendrons simplement que les stocks de phages MS2 ou Q lorsque ces derniers 
sont dilués dans un solvant à force ionique plus faible, ont une mobilité 
électrophorétique négative comprise entre -1,4 et -0,4  0,05 (m/s)/(V/cm). 
2.2. Conclusion 
La méthode d’amplification disponible à l’Institut Pasteur sera suivie lors de la 
préparation des stocks de bactériophages MS2 et Q. Cette méthode permet 
l’obtention d’un volume important de suspension (75 mL) après seulement 2 jours de 
préparation et 1 mL de suspension phagique coûte moins de 2 euros (consommables). 
Une suspension sans impuretés présentant des phages MS2 ou Q isolés de diamètre 
moyen respectif 31 12 et 30 11 nm est obtenue. La différence de polydispersité des 
suspensions stock de phages MS2 et Q préparées, semble due à la présence d’un plus 
grand nombre d’agrégats de phages Qet/ou à une façon différente qu’ont les 
particules de Q de diffuser la lumière.  
La « méthode Pasteur » semble encore à améliorer pour les phages Q, une diminution 
de la force ionique lors de la préparation du stock de phages est à envisager afin de 
diminuer la présence d’agrégats dans la suspension. 
La Norme ISO 10705-1 n’est pas adaptée pour notre application, la méthode 
d’amplification décrite ne nous a pas permis d’obtenir une suspension de phages isolés 
et sans impuretés.  
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Enfin, d’après nos résultats une mobilité électrophorétique négative est obtenue pour 
les stocks de phages MS2 et Q (I égale à 182 mM) mais aussi lorsque ces phages sont 
dilués dans des milieux à faibles forces ioniques (inférieur à 182 mM).  
 
3. Quantification des phages infectieux aux interfaces en statique 
3.1. Sur différents matériaux 
La diminution du nombre de particules infectieuses telle que nous l’avons décrite dans 
le chapitre 1 de cette étude, peut être la conséquence d’une adsorption des phages sur 
la surface solide d’un matériau donné et/ou de la perte d’infectivité due à la présence 
d’une interface air-liquide-solide ou encore d’une agrégation des phages. Les auteurs 
n’ont pas toujours distingué l’inactivation de l’adsorption ou de l’agrégation, quand une 
diminution de la concentration en phages infectieux est observée.  
 
Au début de notre étude nous ne disposions pas de la méthode qRT-PCR car celle-ci fut 
mise en œuvre au LMI par Aurélie Furiga durant la deuxième année du projet. Ainsi, la 
quantification de la perte de phages aux interfaces en statique a été réalisée en utilisant 
seulement le dénombrement de particules infectieuses par culture bactérienne. Il ne 
nous a pas été possible de faire la distinction entre l’inactivation, l’agrégation et 
l’adsorption dans ces premières expériences. Elles nous ont seulement permis de vérifier 
au contact de quels matériaux les suspensions de phages perdaient leur caractère 
infectieux. 
 
En effet, lors des préparations des suspensions et des essais de filtration, plusieurs 
matériaux sont susceptibles d’être utilisés. Des récipients en verre, en polypropylène ou 
en Inox (entre autres) peuvent être employés pour préparer ou stocker la suspension 
phagique. Ainsi, il est important de déterminer au contact de quel matériau la perte en 
phages infectieux est la plus faible. Ceci nous permettra de choisir en conséquence le 
matériel dans lequel seront effectuées les expériences de quantification de l’infectivité 
des phages MS2 dans divers milieux de suspension, et d’identifier les matériaux les plus 
adaptés pour nos tests de filtration. Un suivi de l’évolution de la concentration en 
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bactériophages MS2 infectieux (méthode UFP) sur différents matériaux à différentes 
concentrations (103, 104, et 108 UFP/mL) a été réalisé au cours du temps. Les conditions 
opératoires ont été détaillées dans le chapitre II (paragraphe 4.1).  
Les essais ont été réalisés dans 8 g/L de KCl, sous agitation (300 tr/min). Le choix d’un 
électrolyte 1 :1 a été effectué car celui-ci est susceptible d’entraîner une adsorption 
moins importante selon Lukasik et al. [54]. La force ionique de la suspension stock de 
phages amplifiés étant élevée (I= 182mM). De plus, nous avons choisi de garder une 
force ionique proche pour nos essais (I=107 mM).  
Afin de vérifier la perte de phages infectieux au contact de différents matériaux, des 
béchers de 100 mL en verre et en polypropylène ainsi que des récipients en verre et en 
Inox de 1L ont été utilisés. Les rapports de l’interface triple/volume de suspension 
ajoutée ont été calculés pour chaque matériau, et sont respectivement égaux à 0,31 et 
0,28 cm/mL pour les béchers et les récipients. Les résultats obtenus dans les béchers en 
verre et en polypropylène de la même façon que dans les récipients en verre et en inox 
pourront être comparés car ces contenants ont un rapport identique.   
 
La figure III.6 montre que pour des concentrations initiales élevées, supérieures à 104 
UFP/mL, les concentrations en phages infectieux sont stables après 6 heures, lorsque la 
suspension de phages MS2 est placée dans un bécher en verre ou en polypropylène. 
Pour une concentration en phages MS2 élevée, typiquement 108 UFP/mL, la diminution 
de la concentration observée après 6 heures est difficile à expliquer, aucune évolution 
cohérente ne se dessine et cette observation n’est pas visible pour une concentration 
initiale égale à 104 UFP/mL. Par ailleurs, étant donné la faible sensibilité des méthodes 
d’analyse de taille (MET et NanoSizer) il n’a pas été possible de vérifier l’état de ces 
suspensions. 
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Figure III.6. Evolution des concentrations en particules MS2 infectieuses en UFP/mL (méthode 
UFP) au cours du temps dans de l’eau distillée contenant 8 g/L de chlorure de potassium (KCl) 
placés, A) dans un bécher de 100 mL en verre (pyrex) et B) dans un bécher de 100 mL en plastique 
(polypropylène) sous agitation (300 tr/min). Les concentrations de départ (t=0) sont imposées et 
sont égales à 10
8
, 10
4
 et 10
3
 UFP/mL environ, n=2 (n représente le nombre d’expérience effectuée). 
 
La perte de phages infectieux est plus visible pour une concentration initiale de 103 
UFP/mL. Après 6 heures, aucun phage MS2 infectieux n’est détecté dans le bécher en 
plastique, alors que 2.102 UFP/mL sont toujours présents dans le bécher en verre. Cela 
représente environ une perte de 80% en phages infectieux dans le flacon en verre et 
plus de 97% dans le flacon en polypropylène, si l’on tient compte de la limite de 
quantification. 
Il est difficile d’attribuer cette perte d’infectivité à de l’adsorption sur les matériaux, à 
une inactivation due à la présence d’une triple interface ou à une agrégation, étant 
donné que nous n’avons pas pu comparer nos résultats avec ceux de la RT-PCR.  
Dans l’hypothèse où la perte d’infectivité est due principalement à de l’adsorption 
(impact de la présence d’une interface air-liquide-solide et agrégation négligeables), 
cela représente environ 730 phages adsorbés par cm² de surface en polypropylène ou 
600 phages/cm² de verre. La surface des béchers n’est donc pas complètement saturée 
de phages car en considérant que les phages de diamètre moyen 30 nm s’arrangent 
selon une monocouche particulaire, il faudrait 1,11 1011 phages MS2 /cm². Ainsi, une 
monocouche n’est pas atteinte lors de nos expériences. 
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Contrairement à Thompson et al. [55], la perte en phages infectieux dans les béchers en 
verre (hydrophile) et en polypropylène (hydrophobe) reste identique pour un rapport 
triple interface/volume de suspension ajoutée égal. L’hypothèse de la perte d’infectivité 
due à la présence d’une interface triple sur un réservoir hydrophobe est alors discutable.  
 
Au contraire, les figures III.7 A et B, montrent une diminution de la concentration en 
phages infectieux importante dans un récipient en Inox alors que la concentration est 
quasi stable dans un flacon en verre, ce dernier servant de témoin. Dans le récipient en 
Inox pour une concentration en phages supérieure à 108 UFP/mL, une perte de 94% en 
phages infectieux est observée après 6 heures, ce qui représente une adsorption 
(toujours si l’on retient cette hypothèse) d’environ 3,4 108 phages par cm².  
 
 
Figure III.7. Evolution des concentrations des particules MS2 infectieuses en UFP/mL (méthode 
UFP) au cours du temps dans de l’eau distillée contenant 8 g/L de chlorure de potassium (KCl) 
placés, A) dans flacon en verre de 1L (pyrex) et B) placés un récipient de 1 L en Inox sous agitation 
(300 tr/min). Les concentrations de départ (t=0) sont imposées et sont égales à 10
8
, 10
4
 et 10
3
 
UFP/mL environ, n=2. 
 
Nous retiendrons que la diminution en phages MS2 infectieux est moins importante 
lorsque ces derniers sont mis en contact dans des récipients en verre ou en 
polypropylène. 
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3.2. Sur les fibres creuses 
De la même façon, la perte en bactériophages (MS2 et Q) infectieux au contact de 
membranes de géométrie fibre creuse a été étudiée. Ces membranes ont été fournies 
par les différents industriels partenaires du projet et sont utilisées classiquement pour la 
production d’eau potable. Les membranes sélectionnées et le protocole opératoire suivi 
sont décrits dans le chapitre II (paragraphe 4.1). Les membranes (masse d’environ 0,14 
g) sont placées dans un flacon en verre de 100 mL contenant 50 mL d’une suspension 
saline (8 g/L de KCl) de phages MS2 à 108 UFP/mL. La concentration choisie est élevée 
car c’est celle-ci qui sera utilisée lorsque des filtrations seront effectuées. 
En comparant l’évolution de la concentration en phages MS2 infectieux présents dans le 
flacon témoin (sans membrane, rapport surface de contact/volume égal à 1,3 cm²/mL) à 
celle en présence d’une membrane (rapport surface de contact/volume égal à 1,5 ±0,1 
cm²/mL), aucune différence significative n’est observée (figure III.8). Ainsi, quels que 
soient le matériau membranaire et le seuil de coupure des membranes, aucune 
adsorption ni désactivation des phages MS2 au contact des membranes n’est observée 
lorsque celles-ci sont simplement immergées en statique dans une suspension phagique 
à concentration élevée typiquement égale à 108 UFP/mL.  
Des résultats similaires ont été observés dans les mêmes conditions opératoires pour les 
phages Q mais aussi lorsque les phages MS2 et Q sont mis en suspension dans de 
l'eau distillée. 

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Figure III.8. Quantification de la perte d’infectivité des bactériophages MS2 sur divers 
membranes, Membrane A en acétate de cellulose, Membrane B et C en polysulfone et membrane D 
en PVDF avec différentes configurations (int/ext et ext/int) et différents seuil de coupure. Un 
flacon en verre contenant la même quantité de suspension de MS2 mais sans membrane est utilisé 
comme témoin. Cx/C0 est le rapport de la quantité de phages infectieux au temps x sur la quantité 
de phages infectieux au temps 0, n=2. 
 
3.3. Conclusion 
Ainsi, en travaillant avec une suspension de concentration 108 UFP/mL, la concentration 
en phages MS2 infectieux reste relativement stable pendant 6 heures lorsque la 
suspension est placée dans un bécher en verre ou en polypropylène. Elle tend à 
diminuer de manière non négligeable dans un récipient en Inox.  
Le verre sera le matériau utilisé dans la suite des expériences en statique, puis comme 
réservoir sur le pilote de filtration mais aussi lors de la préparation de la suspension de 
phages pour les expériences de filtration (flacon de 5 L).  
Enfin, une absence d’interaction spécifique virus-matériaux membranaires en statique 
hors conditionnement de filtration est observée. 
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4. Quantification des phages infectieux dans divers milieux de 
suspension  
Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec Aurélie Furiga au cours de son 
stage post-doctoral financé dans le cadre du projet PRECODD POME. Les concentrations 
des suspensions ont été déterminées par les méthodes qRT-PCR et UFP. 
4.1. Impact du solvant sur l’infectivité de la suspension  
4.1.1. Au temps initial 
L’impact du solvant dans lequel une suspension de phages MS2 est diluée a été étudié. 
1 mL de suspension stock de phages MS2 de concentration 1011 UFP/mL est ajouté à 1L 
de solvant dans un flacon en verre, agité (300 tr/min) à l’aide d’un barreau magnétique 
et un prélèvement est effectué 5 minutes après et analysé par UFP et RT-PCR. Une 
moyenne sur au moins deux expériences est effectuée. Les concentrations en particules 
MS2 infectieuses (méthode UFP), en ARN viraux totaux (RT-PCR avec extraction, PCR) et 
en phages MS2 détériorés (RT-PCR sans extraction, PCR SE) cinq minutes après dilution 
dans l’eau ultra-pure, l’eau du réseau et le PBS sont représentées sur la figure III.9.  
 
 
Figure III.9. Détermination des concentrations en particules de MS2 infectieuses en UFP/mL 
(méthode UFP), en ARN viraux totaux en équivalent UFP/mL (RT-PCR avec extraction, PCR) et en 
phages MS2 détériorés en équivalent UFP/mL (RT-PCR sans extraction, RT-PCR SE) cinq minutes 
après dilution dans l’eau ultra-pure, l’eau du réseau et le PBS dans un flacon en verre de 1L agité 5 
min à 300 tr/min, n=3. 
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Lorsque les phages MS2 sont dilués dans une solution saline, typiquement dans du PBS 
(182 mM), les concentrations en particules MS2 infectieuses et en ARN viraux totaux 
déterminées respectivement par UFP et par RT-PCR avec extraction sont identiques. Une 
des hypothèses serait que tous les phages MS2 présents en suspension sont infectieux 
et qu’aucune agrégation significative n’est observée. Le fait que rien ne soit détecté par 
RT-PCR sans extraction, confirmerait l’absence de phages MS2 détériorés en suspension.  
Au contraire quand une suspension de phages MS2 est préparée avec de l’eau du 
réseau, en première approximation environ 83% des particules vont perdre de leur 
infectivité et parmi elles 23% seraient des phages MS2 détériorés, avec une capside 
ouverte laissant s’échapper l’ARN librement en solution. Les 60 % restants seraient des 
phages désactivés. La capside, qui entoure et protège l’acide nucléique viral est 
désactivée mais non détériorée car l’ARN présent à l’intérieur de la capside n’est pas 
libéré dans le milieu et n’est donc pas  détecté par RT-PCR sans extraction. Des résultats 
similaires sont obtenus dans l’eau ultra pure (figure III.9). 
Ainsi, la transition d’une force ionique élevée (PBS) correspondant à la force ionique de 
la suspension stock de phages obtenue après amplification à une force ionique très 
faible voire nulle (eau du réseau et eau ultra pure) produit un choc osmotique qui 
semble provoquer une détérioration et/ou une désactivation de la capside du phage 
MS2. 
 
Etant donné la faible sensibilité de l’appareil de mesure de taille (NanoSizer), 
(concentration supérieure à 1010 UFP/mL), il n’a pas été possible de vérifier la taille des 
bactériophages présents en suspension lorsqu’ils sont dilués dans différents solvants. De 
la même façon, une observation au microscope électronique à transmission n’a pas 
permis l’acquisition d’images exploitables dans les divers milieux testés. 
4.1.2. Au cours du temps  
La stabilité des suspensions de phages MS2 et Q préparées dans ces différents solvants 
(eau ultra pure, eau du réseau et PBS) a été étudiée pendant 4 heures.  
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4.1.2.1. Le bactériophage MS2 
Les figures III.10.A-C, montrent l’évolution du nombre de particules MS2 infectieuses en 
UFP/mL (méthode UFP), d’ARN viraux totaux en équivalent UFP/mL (RT-PCR avec 
extraction, PCR) et de phages MS2 détériorées en équivalent UFP/mL (RT-PCR sans 
extraction, RT-PCR SE) pendant 4 heures après dilution des phages dans l’eau ultra-
pure, dans l’eau du réseau et dans le PBS. L’évolution des concentration est déterminée 
par le rapport Cx/C0, Cx est la quantité de particules infectieuses ou d’ARN viraux totaux 
ou de phages détériorés au temps x et C0 est la quantité d’ARN viraux totaux au temps 0 
(le titre initial de la suspension étant de 1 x 108 UFP/mL), la moyenne est effectuée sur 3 
expériences reproductibles. 
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Figure III.10. Détermination des concentrations en particules de MS2 infectieuses en UFP/mL 
(méthode UFP), en ARN viraux totaux en éq.UFP/mL (RT-PCR avec extraction, PCR) et en phages 
MS2 détériorés en éq.UFP/mL (RT-PCR sans extraction, RT-PCR SE) pendant 4 heures après dilution 
du MS2 A) dans l’eau ultra-pure, B) dans l’eau du réseau et C) dans le PBS. Les suspensions sont 
placées dans une bouteille en verre de 250 mL agitée à 300 tr/min. Cx/C0 est le rapport de la 
quantité de particules infectieuses ou d’ARN viraux totaux ou de phages MS2 détériorés au temps 
x sur la quantité d’ARN viraux totaux au temps 0 (le titre initial étant de 1 x 10
8
 UFP/mL), n=3. 
 
Lorsque les phages MS2 sont mis en suspension dans l’eau du réseau ou dans de l’eau 
ultra pure, des phages infectieux, désactivés et détériorés semblent être présents dès le 
début de la préparation de la suspension. Dans le PBS, seuls des phages infectieux sont 
présents en suspension même après 4 heures. La proportion des différents états de 
phages (infectieux, désactivés et détériorés) n’évolue pas avec le temps. En effet, les 
concentrations sont stables pendant une durée de 4 heures. 
4.1.2.2. Le bactériophage Q 
Dans les mêmes conditions, nous avons déterminé la stabilité d’une suspension de 
phages Q préparée dans différents solvant. Les figures III.11 A et B représentent le suivi 
des concentrations pendant 4 heures, lorsqu’une suspension est préparée dans de l’eau 
du réseau ou dans du PBS.  
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Figure III.11.  Détermination des concentrations en particules de Q infectieuses en UFP/mL 
(méthode UFP), en ARN viraux totaux en éq.UFP/mL (RT-PCR avec extraction, PCR) et en phages 
Q détériorés en éq.UFP/mL (RT-PCR sans extraction, RT-PCR SE) pendant 4 heures après dilution 
des phages Q  A) dans l’eau du réseau et B) dans le PBS. Les suspensions sont placées dans une 
bouteille en verre de 250 mL agitée à 300 tr/min. Cx/C0 est le rapport de la quantité de particules 
infectieuses ou d’ARN viraux totaux ou de phages détériorés au temps x sur la quantité d’ARN 
viraux totaux au temps 0 (le titre initial étant de 1 x 10
8
 UFP/mL), n=3. 
 
De la même façon, que pour la suspension de phages MS2, la suspension de phages Q 
préparée dans de l’eau du réseau contiendrait des phages infectieux mais aussi 
détériorés et désactivés ceci dès la dilution (temps 0). Une plus grande quantité d’ARN 
libres, donc de phages détériorés seraient présents dans la suspension de Q Enfin 
lorsque Q est dilué dans du PBS, aucun phage détérioré ne serait détecté même après 
4 heures, les concentrations en phages infectieux semblent inférieures à la quantité 
d’ARN totaux, cela pourrait traduire la présence de phages Qdésactivés ou agrégés 
dans la suspension.  
4.1.3. Conclusion 
Ainsi, les phages MS2 et Q dilués dans le PBS ne perdent pas de leur infectivité. A 
l’inverse, lorsqu’ils sont dilués dans de l’eau ultra pure ou de l’eau du réseau, environ 
80% des phages MS2 perdent leur infectivité presque instantanément, parmi lesquels 
20% environ présenteraient une capside détériorée et 60% environ seraient désactivés.  
Enfin, quel que soit le solvant utilisé, les suspensions étudiées n’évoluent pas pendant 4 
heures au moins lorsque celles ci sont placées sous agitation dans un flacon en verre. 
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4.2. Recherche de la teneur en sels minimale 
Une série d’expériences a été réalisée afin de déterminer la concentration en sel 
minimale pour laquelle tous les phages présents en suspension seraient infectieux, non 
détériorés et/ou non désactivés. Ainsi, différentes suspensions de phages MS2 et Q ont 
été préparées dans de l’eau du réseau contenant 1 à 9 g/L de NaCl et placées sous 
agitation dans des bouteilles en verre de 250 mL pendant 5 min à 300 tr/min. Passé ce 
temps un échantillon est prélevé dans chaque bouteille et les concentrations en 
particules infectieuses en UFP/mL (méthode UFP), en ARN viraux totaux en éq.UFP/mL 
(RT-PCR avec extraction, PCR AE) et en phages détériorés en éq.UFP/mL (RT-PCR sans 
extraction, RT-PCR SE) sont déterminées. 
4.2.1. Le bactériophage MS2 
La figure III.12 A) représente ainsi les concentrations des phages infectieux, détériorés et 
la totalité des virus présents en suspension pour différentes concentrations en NaCl.  
Lorsque la force ionique de la suspension augmente, une diminution de l’inactivation 
des phages MS2 et de la détérioration des capsides dans la suspension est observée. 
Avec 1 g/L de NaCl dans la suspension seulement 15% des particules sont infectieuses 
alors qu’avec 5 g/L de NaCl plus de 92% le sont. De plus, sur l’ensemble des ARN viraux, 
11% seraient détériorés avec 1 g/L de NaCl et moins de 1 % le seraient avec 5 g/L de 
NaCl. 
La teneur en sels minimale pour ne plus avoir de phages détériorés/désactivés en 
suspension correspondrait à une solution d’eau de réseau additionnée de 5 g/L de NaCl. 
Les mêmes observations ont été effectuées pour une suspension de MS2 préparée avec 
de l’eau distillée et pour différentes concentrations en NaCl. 
La stabilité de la suspension de MS2 préparée dans de l’eau du réseau avec 5 g/L de 
NaCl a été analysée pendant 4 heures de la même manière que précédemment (figure 
III.12 B)). Ainsi, l’absence de phages détériorés est constatée et les phages présents en 
suspension gardent leur infectivité pendant 4 heures.  
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Figure III.12.   Détermination des concentrations en particules MS2 infectieuses en UFP/mL 
(méthode UFP), en ARN viraux totaux en éq.UFP/mL (RT-PCR avec extraction, PCR) et en phages 
MS2 détériorés en éq. UFP/mL (RT-PCR sans extraction, RT-PCR SE). A) 5 minutes après dilution du 
MS2 dans l’eau du réseau en présence de différentes concentration en NaCl (1-6 g/L), et B) pendant 
4 heures après dilution dans de l’eau du réseau contenant 5 g/L NaCL. Cx/C0 est le rapport de la 
quantité de particules MS2 infectieuses ou d’ARN viraux totaux ou de phages MS2 détériorés au 
temps x sur la quantité d’ARN viraux totaux au temps 0 (le titre initial étant de 1 x 10
8
 UFP/mL), 
n=3. Les suspensions sont placées dans une bouteille en verre 250 mL agitée à 300 tr/min.  La 
limite de quantification de la RT-PCR est 10
2
 éq. UFP/mL.                               
 
 Le bactériophage Q
Pour le bactériophage Q, la teneur en sel minimale pour que moins de 1% de phages 
Q détériorés soient présents en suspension serait égale à 8g/L de NaCl (figure III. 13). 
Le phage Qsera plus sensible à la présence de NaCl et ceci dans une gamme de 
concentration en sels beaucoup plus large que MS2. 
Il est par conséquent difficile d’envisager une amélioration de la méthode 
d’amplification (méthode Pasteur) des phages Q comme nous l’avions suggéré 
auparavant, en diminuant la force ionique de la suspension la présence de phages 
détériorés et désactivés non négligeables serait alors à envisager. 
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Figure III.13. Détermination des concentrations en phages Q détériorés en éq.UFP/mL (méthode 
PCR sans extraction, PCR SE) et en ARN viraux totaux en éq.UFP/mL (RT-PCR avec extraction, PCR) 
au temps 0 après dilution du Q dans l’eau du réseau en présence de différentes concentrations en 
NaCl (1-9 g/L). La limite de quantification de la RT-PCR est 1 éq. UFP/mL, n=2. 
 
4.3. Conclusion 
Aucune étude n’avait permis auparavant de quantifier l’influence de la force ionique sur 
l’infectivité des phages MS2 et Q en suspension. Or, nous avons pu noter à travers 
cette série d’expériences l’importance du choix de ce paramètre sur le comportement 
des phages en suspension. L’utilisation des trois différentes méthodes de quantification, 
nous a permis clairement de distinguer les différents états des phages et de démontrer 
que la méthode de quantification par culture bactérienne (méthode UFP) souvent 
utilisée seule ne permet pas de mettre en évidence les phages détériorés ou désactivés 
susceptibles d’être présents dans la suspension. 
  
Dans une solution à concentration en sels élevée, supérieure à 5 g/L et à 8 g/L de NaCl 
respectivement pour MS2 et Q, tous les phages présents en suspension sont infectieux. 
En dessous de ces valeurs, la présence de phages MS2/Q détériorés et désactivés serait 
à envisager. De plus, les suspensions préparées dans les différents solvants sont stables 
pendant 4 heures et, la mobilité électrophorétique des phages MS2 et Q reste 
négative.  
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5. Conclusion 
Une suspension pure contenant des phages MS2 et Q isolés de 30 nm de diamètre 
environ, en quantité relativement importante (75 mL), pour un coût intéressant (2 
euros/mL) est obtenue en suivant la méthode d’amplification proposée par l’Institut 
Pasteur. La présence d’agrégats reste toutefois à considérer dans les suspensions stocks 
de phages Q Une diminution de la force ionique (I inférieur à 182 mM) lors de la 
préparation de la suspension pourrait permettre d’éliminer ces agrégats, mais ceci n’est 
pas envisageable car une quantité non négligeable de phages désactivés et détériorés 
serait alors présents dans la suspension. 
La mobilité électrophorétique des stocks de phages ainsi que des suspensions 
phagiques préparées dans différents solvants est négative, comprise entre -1,4 et -0,4 
0,05 (m/s)/(V/cm). 
La concentration en phages MS2 infectieux reste relativement stable pendant 6 heures 
lorsque la suspension est placée dans un bécher en verre ou en polypropylène et pour 
une concentration initiale de 108 UFP/mL. Dans un récipient en Inox, une diminution 
importante de la concentration est observée dans les mêmes conditions. Le verre sera le 
matériau utilisé comme réservoir sur le pilote de filtration. 
Lorsque les fibres creuses sont immergées en statique, une absence d’interactions 
spécifiques virus-matériaux membranaires est observée. 
Enfin, la force ionique est un paramètre important à prendre en compte lors de la 
préparation d’une suspension phagique. En dessous de 5 g/L (86 mM), les phages MS2 
se trouveraient sous diverses formes détériorés, désactivés et infectieux, au dessus de 
cette valeur tous les phages MS2 présents en suspension sont infectieux. Pour Q, cette 
limite est située pour une force ionique égale à 8 g/L (138 mM). En statique (récipient 
sous agitation), les suspensions préparées dans les différents solvants sont stables 
pendant 4 heures au moins.  
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1. Introduction 
Lorsque des filtrations de phages MS2 dilués dans différents solvants sont réalisées 
pendant 15 minutes et que les techniques d’analyse RT-PCR et UFP sont utilisées sans 
tenir compte des limites de détection, une différence entre les abattements en 
particules MS2 infectieuses et en ARN viraux totaux est observée. Cette différence est 
d’autant plus importante que la force ionique de la suspension est faible (I<3mM). 
Typiquement 2,8 Log10 de différence dans l’eau ultra pure sont observés (figure IV.1). 
Pour des forces ioniques plus élevées (située entre 17 et 86 mM), les abattements en 
phages infectieux sont plus faibles (<6,5) et proches de ceux déterminés en ARN 
viraux totaux. Puis, pour une force ionique égale à 155 mM, les abattements 
déterminés par UFP et RT-PCR diffèrent de 1,4 Log10. Cette tendance s’inverse ensuite 
pour une force ionique égale à 182 mM, les abattements obtenus par UFP sont plus 
faibles que ceux obtenus par RT-PCR. Mais tous ces résultats ne prennent pas en 
considération la stabilité des suspensions analysées et filtrées, en terme d’adsorption, 
d’agrégation et de perte d’infectivité.  
Dans ce chapitre, nous nous proposons de présenter le protocole qui a été développé 
afin de déterminer le « pire cas » que nous sommes capable de reproduire au 
laboratoire, pour lequel la pénétration du virus à travers la membrane est facilitée. 
Pour cela, nous tiendrons compte de l’adsorption, de l’agrégation et de la perte 
d’infectivité des phages présents dans la suspension.  
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Figure IV.1. Abattements en particules MS2 infectieuses et totaux (ARN viraux totaux) 
déterminés par le LRV (Log10 (Crétentat/Cperméat)) lorsqu’une filtration est effectuée sur une 
membrane A dans différents solvants pendant 15 minutes, n>2. 
 
 
Dans un premier temps, des essais ont été effectués afin d’évaluer la stabilité des 
concentrations en particules MS2 infectieuses et en ARN viraux totaux dans la boucle 
de rétentat du système de filtration. Pour cela, une suspension virale a été mise en 
circulation dans le système sans membrane. La perte d’infectivité des phages et la 
diminution en ARN viraux totaux dans le système ont été évaluées, ceci en fonction 
de la teneur en sels du solvant de dilution. 
Dans une deuxième partie, les phénomènes d’agrégation, d’adsorption et 
d’inactivation des phages MS2 en dynamique dans le système de filtration ont été 
étudiés lors d’une filtration sur un module membranaire contenant des membranes A 
et lorsque la suspension de phages est préparée dans différents solvants. En effet, 
nous avions remarqué dans le chapitre précédent qu’en dessous d’une force ionique 
égale à 86 mM (5 g/L de NaCl), les phages MS2 semblent se trouver sous plusieurs 
formes : détériorée, désactivée et infectieuse, et qu’au dessus de cette valeur tous les 
phages MS2 présents en suspension semblent être infectieux. Nous avons souhaité 
évaluer si le changement de force ionique de la suspension pouvait avoir un impact 
sur les phages mis en circulation.   
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Dans une troisième partie, nous déterminerons la durée du test de filtration, notée 
dfiltration correspondant au temps pour lequel la concentration en particules 
infectieuses a diminué de 90% dans le rétentat. 
Enfin, les abattements en phages MS2 ont été déterminés en fonction des différents 
solvants de dilution et des différentes techniques d’analyse.  
 
2. Stabilisation de la concentration dans la boucle de rétentat en 
phages infectieux et en ARN viraux totaux  
 
Avant d’effectuer une filtration de bactériophages sur membrane dans le système de 
filtration, des essais préliminaires ont été réalisés afin de quantifier la diminution en 
ARN viraux totaux et, la perte d’infectivité des phages due à la circulation des virus 
dans le système. Une suspension de phages MS2 placée dans le réservoir en verre est 
mise en circulation dans le système. Un module sans membrane est utilisé et la 
suspension est prélevée au cours du temps et analysée par les méthodes UFP et RT-
PCR sans et avec extraction. Les conditions permettant de stabiliser dans la boucle de 
rétentat la concentration en particules MS2 infectieuses au cours du temps à une 
valeur de 108 UFP/mL sont recherchées. Enfin, les effets de la présence de sels dans la 
suspension en circulation dans le système de filtration ont été analysés.  
2.1. Essais préliminaires 
Des essais préliminaires ont été effectués sur le banc de filtration décrit dans le 
paragraphe II.6.1, en remplaçant le module membranaire par un tube en PVC sans 
fibres creuses. Les sorties du perméat et du rétentat sont percés sur ce tube, et la 
suspension est recirculée au cours des différentes expériences. Une suspension de 
bactériophages MS2 à 108 UFP/mL environ est préparée en amont dans un flacon en 
verre (5L) puis versée dans le réservoir d’alimentation du système de filtration mis 
sous agitation à 300 tr/min avec un barreau aimanté. Un prélèvement à la sortie du 
tube du rétentat est effectué environ toutes les 15 minutes. Dans un premier temps, 
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nous n’avons pas cherché à étudier l’impact de la présence de sels et pour faciliter la 
préparation de la suspension, l’eau ultra-pure a été utilisée. 
 
Le but de ces essais est de vérifier la diminution des ARN viraux totaux des phages 
MS2 sur le banc de filtration et leur perte d’infectivité (figure IV.2). Les trois méthodes 
de quantification ont donc été utilisées permettant de suivre au cours du temps 
l’évolution des concentrations en particules MS2 infectieuses en UFP/mL (méthode 
UFP), en ARN viraux totaux en équivalent UFP/mL (RT-PCR avec extraction, PCR) et en 
phages MS2 détériorés en équivalent UFP/mL (RT-PCR sans extraction, RT-PCR SE). 
Cx/C0 est le rapport de la quantité en particules MS2 infectieuses ou en phages MS2 
détériorés ou en ARN viraux totaux au temps x sur la quantité d’ARN viraux totaux au 
temps 0 (le titre initial étant d’environ 5 x 108 UFP/mL).  
 
 
Figure IV.2.   Evolution des concentrations en particules MS2 infectieuses en UFP/mL 
(méthode UFP), en ARN viraux totaux en éq.UFP/mL (RT-PCR avec extraction, PCR) et en phages 
MS2 détériorées en éq.UFP/mL (RT-PCR sans extraction, RT-PCR SE) pendant 4 heures dans l’eau 
ultra pure. Un prélèvement de la suspension est effectué à la sortie du rétentat. Cx/C0 est le 
rapport de la quantité de particules MS2 infectieuses ou de MS2 détériorés ou d’ARN viraux 
totaux au temps x sur la quantité d’ARN viraux totaux au temps 0 (le titre initial étant de 5 x 10
8
 
UFP/mL), n=1. 
 
 
La suspension est préparée juste avant d’effectuer l’expérience et un prélèvement (t0) 
est effectué directement dans le flacon en verre avant le transfert dans le réservoir 
d’alimentation. Les concentrations déterminées à t0 correspondent aux 
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concentrations dans la suspension préparée dans l’eau ultra pure. A t0, seulement 
18% des phages sont infectieux dans la suspension, la même quantité a été observée 
lors des expériences en statique. Mais parmi les phages ayant perdu leur infectivité 
dans la suspension, 66% seraient détériorés dès le début de l’expérience de filtration 
alors que seulement 20% l’étaient dans les expériences réalisées en statique (figure 
III.9). Il est difficile d’expliquer ce phénomène, étant donné que nous sommes dans 
les mêmes conditions de pH, de solvant et de température.  
 
Après quelques minutes de circulation de la suspension dans le système, la 
diminution de particules MS2 infectieuses présentes dans la suspension est très 
importante, -4,7 Log10 après seulement 30 minutes et après 105 minutes plus aucune 
particule infectieuse n’est détectée. Dans le chapitre précédent (sous agitation dans 
un récipient en verre), la concentration des particules MS2 infectieuses présentes 
dans la suspension préparée dans de l’eau ultra pure était stable pendant une durée 
de 4 heures (flacon en verre 250 mL, sous agitation (300 tr/min), figure III.10.A). Ainsi, 
dès lors que les phages sont introduits dans le système de filtration, une perte 
d’infectivité importante est observée, la présence d’une pompe volumétrique 
assurant la circulation du liquide dans le système peut en être la raison. Lorsque les 
phages traversent la pompe ils sont soumis à un cisaillement important.  
 
La méthode de RT-PCR avec l’étape d’extraction, nous permet de noter une 
diminution des ARN viraux totaux d’environ 0,5 Log10 après 2 heures et de 0,8 Log10 
après 4 heures de circulation de la suspension dans le système de filtration. Ceci 
signifie qu’après 2 et 4 heures de circulation respectivement 32 % et 16% d’ARN 
viraux sont présents en suspension. Dans le chapitre précédent, 82 et 74 % des ARN 
viraux sont présents respectivement après 2 et 4 heures dans la suspension de 
phages MS2 dilués dans de l’eau ultra pure, lorsque celle-ci est placée dans un flacon 
en verre sous agitation (300 tr/min). Une diminution d’ARN viraux totaux plus 
importante est constatée dans le système de filtration. Cette diminution peut être la 
conséquence de l’adsorption d’une plus grande quantité de phages MS2 sur le banc 
de filtration et/ou d’une dégradation du génome. Le rapport aire/volume pour le 
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banc de filtration égal à 1,6 cm²/mL est plus important que pour le bécher égal à 1,3 
cm²/mL mais du même ordre de grandeur. L’hypothèse de la dégradation du génome 
semble la moins probable étant donné la grande stabilité observée des ARN en 
suspension et sera écartée dans le paragraphe 2.2.2. 
De plus, la quantité de phages détériorés présents dans la suspension diminuerait de 
manière plus importante que la quantité d’ARN viraux totaux. Au départ, il y aurait 
66% de phages détériorés présents dans la suspension parmi la totalité des virus 
détectés, après 2 et 4 heures ils ne seraient plus présents respectivement qu’à 34% et 
2%. La quantité de phages infectieux présents dans la suspension diminuant, si les 
phages se détérioraient, on devrait mesurer une plus grande quantité de phages 
détériorés présents dans la suspension au cours du temps ce qui n’est pas le cas. Si 
l’on reste dans cette hypothèse, on peut supposer qu’après 4 heures soit les ARN 
libres présents en suspension ne sont plus détectables par RT-PCR sans extraction car 
leur génome est dégradé, soit ils s’adsorbent plus facilement que les phages 
infectieux ou désactivés, laissant dans la suspension une proportion plus importante 
de phages désactivés que de phages détériorés (ARN libres). Dans ces deux situations 
nous attendrions une chute plus importante que celle observée figure IV.2 de la 
quantité d’ARN viraux totaux. Le processus de détérioration du génome semble donc 
mineur. 
 
Ainsi, la diminution du nombre de phages infectieux peut être attribuée 
majoritairement à une désactivation des phages MS2. Dans ces conditions, la 
méthode de culture bactérienne (méthode UFP) souvent utilisée durant les tests de 
filtration, aura tendance à surestimer les capacités de rétention d’une membrane si un 
prélèvement simultané dans le perméat et dans le rétentat n’est pas effectué pour 
vérifier que la concentration d’alimentation n’a pas évolué. Autrement dit, la faible 
concentration en bactériophages infectieux observée dans le perméat peut ne pas 
être due à la sélectivité de la membrane mais à une perte d’activité dans le système 
de filtration. 
Par ailleurs, dans le but d’être en mesure de déterminer un abattement élevé, il est 
nécessaire de maintenir une concentration suffisamment élevée dans le rétentat. 
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Dans ce cas, lorsque la membrane laisse transférer des virus on peut attendre une 
concentration dans le perméat relativement stable supérieure aux limites de 
détection des méthodes. La détermination d’un temps de filtration durant lequel la 
perte de la concentration en bactériophages infectieux dans le rétentat reste 
acceptable est alors nécessaire.  
 
Gassilloud et al. dans une précédente étude ont utilisé l’équation présentée dans le 
chapitre I, paragraphe 6.3 (Eq.I.2) afin d’évaluer la quantité de virus adsorbés sur un 
réservoir [36]. Ils l’utilisent pour calculer T90, temps après lequel le titre viral de 
poliovirus infectieux a diminué de 90% (soit 1 Log10). En utilisant les remarques de 
Gassilloud et al. comme base de réflexion dans notre étude, nous considérerons 
qu’au delà d’une diminution de 1 Log10, l’inactivation, la détérioration et l’adsorption 
des phages MS2 sont trop importantes pour que l’on puisse continuer à faire des 
mesures de rétention sur le système de filtration. Il est nécessaire que la 
concentration de l’alimentation soit élevée et stable pour justifier d’un LRV maximum 
de 6. Soit au delà de 3.107 UFP/mL et 108 éq. UFP/mL respectivement lorsque les 
techniques UFP et RT-PCR sont utilisées et compte tenu des limites de détection du 
perméat imposées par les méthodes (30 UFP/mL et 100 éq UFP/mL respectivement). 
Ainsi, en traçant la droite Log10 (Cx/C0) en fonction du temps, on peut déterminer le 
coefficient ai de vitesse d’inactivation, mais aussi aa d’adsorption et de ad de 
détérioration des phages MS2 : 
 
 
 
 
Eq IV.1.  
Avec:  
a : coefficient de vitesse (s-1),  
t : temps (min). 
Log10 (Cx/C0)0 : ordonnée à l’origine.  
 
La température est constante durant les expériences, de sorte que les coefficients ai, 
aa et ad sont eux-mêmes constants, pour une réaction donnée. L’inactivation, la 
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détérioration et l’adsorption des particules virales paraissent suivre alors une 
cinétique de premier ordre. 
 
De cette façon, l’écart entre les concentrations C1 et C2 aux temps t1 et t2, est 
déterminée par : 
 
D’où : 
            
 
Eq IV.2.  
 
 
Eq IV.3.  
En posant Log10 (C1/C2) égal à -1 Log10, nous pourrons alors déterminer dfiltration, durée 
du test de filtration (minutes) correspondant au temps à partir duquel la 
concentration en particules MS2 infectieuses a diminué de 1 Log10 dans le système de 
filtration soit: 
 
Eq IV.4.  
 
Cependant, il sera possible de faire ce calcul seulement quand : 
 
 
 
Eq IV.5.  
Car si : 
 
 
 
 
Eq IV.6.   
Alors la perte en phages entre le prélèvement et t0 est supérieure à 1 Log10, la 
réaction est beaucoup trop rapide.  
 
Ainsi, pour chaque concentration déterminée indépendamment au cours du temps 
par la méthode UFP ou par les méthodes RT-PCR sans et avec extraction (PCR SE et 
PCR), respectivement les coefficients de vitesse d’inactivation, de détérioration et 
d’adsorption définis par ai, ad et aa et dfiltration seront alors déterminés (tableau IV.1).  
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Quantification Coefficient de vitesse a (s
-1
) 
 
dfiltration (min) 
calculé 
inactivation 
détérioration 
adsorption 
ai : 115 10
-5 
ad : 11,0 10
-5 
aa : 4,50 10
-5 
-1,78 
-0,10 
-0,15 
- 
152 
370  
Tableau IV.1. Détermination des coefficients de vitesse d’inactivation, de détérioration et 
d’adsorption en (s
-1
) et des dfiltration (minutes), temps après lequel la concentration en particules 
MS2 infectieuses, en ARN viraux totaux et en phages MS2 détériorées a diminué de 1 Log10. 
 
 
Ainsi, nous remarquons que l’inactivation est le phénomène le plus rapide avec ai 
égal à 115 10-5 s-1, suivent ensuite la détérioration et l’adsorption, respectivement 
égaux à 11,0 10-5 et 4,50 10-5 s-1 (ad
 et aa).  
 
L’extrapolation à l’origine de la droite est inférieure à -1 (égal à -1,78) pour les 
particules MS2 infectieuses, cela signifie que dès t0, il y a plus de 90% de virus qui ont 
perdu de leur infectivité. Après 5 minutes la concentration en phages infectieux est 
bien en dessous de 3.107 UFP/mL. Nous considérerons qu’une quantité trop 
importante est perdue, ne permettant pas de déterminer dfiltration, temps pour lequel 
l’inactivation est considérée acceptable pour déterminer un abattement. 
Afin de pouvoir déterminer dfiltration, et considérer l’inactivation négligeable, des essais 
ont été réalisés en ajoutant en cours de circulation quelques millilitres de la 
suspension stock de phages. Ce « dopage » devrait permettre de maintenir la 
quantité de phages infectieux dans la limite que nous nous sommes fixée (diminution 
maximum de 1 Log10). 
2.2. Essai avec dopage  
Afin de diminuer la perte d’infectivité des phages et saturer le système de filtration en 
termes d’adsorption, en considérant la dégradation du génome négligeable, un 
« dopage » est effectué 60, 30 ou 15 minutes après la mise en circulation de la 
suspension. Le « dopage » consiste à ajouter à la suspension de 2L dans le système 
(concentration initiale 108 UFP/mL) 2 mL de suspension stock de phages de 
concentration 1011 UFP/mL. Cela va permettre de maintenir pendant un temps plus 
long une plus grande quantité de phages infectieux dans le système. 
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2.2.1. Diminution de la perte d’infectivité 
En traçant Log10 (Cx/C0) en fonction du temps lorsqu’un dopage est effectué à 60, 30 
ou 15 minutes après la mise en circulation de la suspension, la perte en particules 
MS2 infectieuses est déterminée durant 2h environ après dopage (figure IV.3). C0 est 
recalculée après dopage et est égale à deux fois la concentration initiale mesurée à t0 
car après dopage la quantité totale de virus dispersés est doublée.  
 
 
Figure IV.3.   Evolution des concentrations en particules MS2 infectieuses en UFP/mL 
(méthode UFP) pendant 4 heures environ sans et avec « dopage » à 15, 30 ou 60 minutes dans 
l’eau ultra pure. Un prélèvement de la suspension est effectué à la sortie du rétentat. Cx/C0 est le 
rapport de la quantité de particules MS2 infectieuses au temps x sur la quantité de particules 
MS2 infectieuses au temps 0, n=2. 
 
Effectuer un « dopage » nous permet de maintenir une concentration en particules 
MS2 infectieuses pendant une durée plus longue dans le système et cela quel que 
soit le temps auquel il est effectué après mise en circulation de la suspension. 
Cependant, plus le dopage est effectué tôt, typiquement à 15 minutes, plus la 
concentration de la suspension en circulation retrouve un équilibre rapidement. 
 
A partir du tracé Log10 (Cx/C0) en fonction du temps et en prenant comme origine 
l’instant auquel est effectué le dopage (60, 30 ou 15 minutes) après la mise en 
circulation de la suspension (figure IV.4), le coefficient de vitesse d’inactivation ainsi 
que dfiltration sont déterminés et reportés dans le tableau IV.2. 
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Figure IV.4.   Evolution des concentrations en particules MS2 infectieuses en UFP/mL 
(méthode UFP) pendant 4 heures sans et avec « dopage » à 15, 30 ou 60 minutes dans l’eau 
ultra pure. Un prélèvement de la suspension est effectué à la sortie du rétentat. Cx/C0 est le 
rapport de la quantité de particules MS2 infectieuses au temps x sur la quantité de particules 
MS2 infectieuses au temps 0, n=2. 
 
Lorsqu’un dopage est effectué Log10 (Cx/C0)0 est supérieur à -1, la détermination de 
dfiltration est alors possible (tableau IV.2.). Le coefficient ai diminue de manière 
importante avec dopage à 15 minutes et est égal à 40,2 10-5 s-1 alors que sans dopage 
il est égal à 115 10-5 s-1. Par ailleurs, plus le temps d’attente avant dopage est court 
plus le coefficient ai est faible. 
 
Quantification Coefficient de vitesse ai (s
-1
) 
 
dfiltration 
(min) 
(calculé) 
Inactivation sans dopage 
Inactivation avec dopage à 15 min 
Inactivation avec dopage à 30 min 
Inactivation avec dopage à 60 min 
115 10
-5 
40,2 10
-5 
44,5 10
-5 
53,0 10
-5 
-1 ,78 
-0,62 
-0,60 
-0,81 
- 
41 
37 
31 
Tableau IV.2. Détermination des coefficients de vitesse d’inactivation (s
-1
) et des dfiltration 
(temps en minutes à partir duquel  la concentration des particules MS2 infectieuses a diminué 
de 1Log10) sans et avec « dopage ». 
 
 
Lors des expériences de filtration, un « dopage » sera donc effectué en ajoutant 2 mL 
de suspension stock de phages (1011 UFP/mL) dans le réservoir d’alimentation après 
15 minutes de circulation de la suspension dans le système. Ceci permet de garder 
pendant environ 40 minutes plus de 10% des phages infectieux dans le système. 
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2.2.2. Diminution de l’adsorption  
La détermination de la concentration effectuée au cours du temps par la méthode de 
RT-PCR avec extraction permet de quantifier la quantité d’ARN viraux totaux présents 
dans la suspension. La figure IV.5 montre qu’après avoir effectué un dopage 15 
minutes après circulation de la suspension dans le système (pris comme origine du 
temps), la perte d’ARN viraux totaux est quasiment nulle (supérieure à -0,2 Log10)  sur 
plus de 225 minutes. Cette expérience a été réalisée en présence de membranes A 
dans le module, l’expérience sans membrane n’ayant pas été effectuée.  
A la vue de ces résultats, il semblerait que la chute en ARN viraux totaux observée 
sans dopage soit due plus à une adsorption des phages sur les parois du système 
qu’à une dégradation du génome, étant donné qu’après dopage la concentration en 
ARN viraux totaux reste constante et est proche de la concentration initiale. Le 
système est alors saturé en phages, le phénomène d’adsorption est ainsi réduit. 
 
 
Figure IV.5.  Evolution des concentrations en ARN viraux totaux en équivalent UFP/mL (RT-
PCR avec extraction) pendant 4 heures sans « dopage » et avec « dopage » à 15 minutes (en 
présence de membranes A dans le module). Un prélèvement de la suspension est effectué à la 
sortie du rétentat. Cx/C0 est le rapport de la quantité d’ARN viraux totaux au temps x sur la 
quantité d’ARN viraux totaux au temps 0, n=1. 
 
 
Ainsi, comme le montre le tableau IV.3, le « dopage » effectué 15 minutes après le 
début de l’expérience, devrait permettre de fonctionner pendant plus de 2500 min 
(soit plus de 41 heures, déduit d’une extrapolation linéaire) sans atteindre dfiltration. 
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Quantification Coefficient de vitesse 
d’adsorption aa  
(s
-1
) 
 
dfiltration 
(min) 
(calculé) 
Adsorption sans dopage 
Adsorption avec dopage à 15 min 
4,50 10
-5 
0,67 10
-5 
-0,15 
-0,20 
370 
2500 
Tableau IV.3.  Détermination des coefficients de vitesse d’adsorption (s
-1
) et des T90 (temps à 
partir duquel la concentration en ARN viraux totaux a diminué de 1 Log10) sans et avec 
« dopage » à 15 minutes. 
 
La présence de phages MS2 détériorés n’a pas été recherchée pour ces expériences 
dans l’eau ultra pure. 
2.2.3. Conclusion 
L’ajout, après 15 minutes de mise en circulation de la suspension de phages MS2, 
d’un volume de suspension stock de phages (1011 UFP/mL), permet d’allonger le 
temps pendant lequel la concentration en ARN viraux totaux dans la suspension 
d’alimentation est stable. L’adsorption sur notre système de filtration pourra alors 
être considérée comme négligeable. L’hypothèse de la dégradation du génome dans 
le système de filtration est écartée. La diminution des particules MS2 infectieuses 
présentes dans la suspension est moins rapide (dfiltration égal à 41 minutes) que sans 
dopage, cela nous permet d’envisager pendant cette gamme de temps l’évaluation 
de la rétention en phages infectieux de la membrane. 
 
2.3. Effets de la présence de sels dans le solvant de dilution 
Afin de vérifier l’influence de la présence de sels dans la suspension phagique lorsque 
celle-ci est mise en circulation dans le système de filtration (sans membrane), un essai 
a été réalisé en préparant la suspension dans 2 litres de PBS. Des prélèvements en 
sortie de rétentat ont été effectués au cours du temps et les concentrations en 
particules infectieuses et en ARN viraux totaux des phages MS2 présents dans la 
suspension ont été déterminées. La présence de phages détériorés dans le PBS a 
également été recherchée, mais comme dans les expériences en statique présentées 
dans le chapitre III de cette étude, aucun phage détérioré n’a été détecté par la 
méthode de RT-PCR sans extraction. La figure IV.6 présente l’évolution des 
concentrations en particules MS2 infectieuses et en ARN viraux totaux présents dans 
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la suspension préparée dans le PBS et l‘eau ultra pure pendant 2 heures de circulation 
après dopage à 15 minutes. L’instant auquel est effectué le dopage est pris comme 
origine des temps, la concentration est alors égale à deux fois la concentration en 
ARN viraux totaux à t0 lorsque la suspension est préparée dans l’eau ultra pure ou le 
PBS car elle est doublée après dopage. 
 
 
Figure IV.6.   Evolution des concentrations en ARN viraux totaux en équivalent UFP/mL (RT-
PCR avec extraction) et en particules MS2 infectieuses en UFP/mL (méthode UFP) pendant 2 
heures avec « dopage » à 15 minutes. Un prélèvement de la suspension est effectué à la sortie 
du rétentat, les suspensions sont diluées dans de l’eau ultra pure ou du PBS. Cx/C0 est le rapport 
de la quantité de particules MS2 infectieuses ou d’ARN viraux totaux au temps x sur la quantité 
d’ARN viraux totaux au temps 0 (le titre initial étant de 1.10
8
 UFP/mL), n=1. 
 
 
D’après la figure IV.6, pour une force ionique élevée (typiquement 182 mM (PBS)), 
une diminution plus rapide des concentrations en particules MS2 infectieuses et en 
ARN viraux totaux est observée. Ainsi, 30 minutes seulement après le dopage, 99,3% 
des phages ont perdu leur infectivité lorsqu’ils sont en suspension dans le PBS. Il 
semblerait que les phages présents dans la suspension ne soient pas détériorés, mais 
simplement désactivés, du fait qu’aucun phage détérioré n’est détecté par RT-PCR 
sans extraction (voir commentaire figure IV.2) 
De la même manière, malgré le dopage effectué à 15 minutes, les ARN viraux totaux 
en suspension dans un solvant à force ionique élevée (182 mM) diminuent de 
manière plus importante (90% des ARN viraux ne sont plus détectables après 87 
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minutes) que lorsque les phages sont préparés dans de l’eau ultra pure et mis en 
circulation dans le système sans effectuer de dopage. En effet dans ce dernier cas une 
diminution des ARN viraux totaux de 68% a été observée après 2 heures (figure IV.2).  
 
Plusieurs hypothèses peuvent expliquer ces observations : 
a) Etant donné qu’aucun ARN libre n’est détecté par la technique de RT-PCR 
sans extraction, nous pouvons penser que si des ARN libres sont présents 
dans la suspension, ces derniers s’adsorbent alors très rapidement et 
totalement en présence de sels sur le système de filtration et/ou sur les 
membranes. 
b) Le passage des phages dans la pompe peut endommager plus facilement la 
capside virale désactivant ainsi les phages. Ceci correspond à une diminution 
de particules infectieuses détectées par UFP. Le fait qu’une diminution soit 
aussi visible par RT-PCR peut s’expliquer par une adsorption plus importante 
sur les parois du système de filtration provoquée par les effets simultanés de 
la force ionique et de la désactivation des particules. En assimilant les virus à 
une particule colloïdale, l’attraction de Van der Waals sera favorisée sur les 
parois du système de filtration car les répulsions électrostatiques ont 
tendance à diminuer.  
c) En présence de sels, les phages infectieux s’agrègent plus facilement dans le 
système de filtration, entraînant une diminution des particules infectieuses 
détectées par UFP mais aussi par RT-PCR. En effet, lorsqu’un prélèvement est 
effectué la présence d’agrégat conduit à une variation statistique des 
concentrations selon si dans le prélèvement aucun, un ou plusieurs agrégats 
sont présents. Alors qu’en statique (figure III.10), la suspension préparée dans 
du PBS était stable pendant 2 heures. 
d) Lors du passage des phages dans la pompe volumétrique en présence de sels, 
leur capside n’est pas seule à être détériorée mais leur génome l’est aussi. 
Ainsi, si l’ARN est dégradé alors il n’est pas possible de le détecter par les 
techniques de RT-PCR avec et sans extraction.  
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Aucune technique à l’heure actuelle ne nous a permis de trancher entre ces 
hypothèses. Mais la dernière hypothèse semble pouvoir être écartée, car lorsque les 
phages MS2 sont mis en suspension dans une concentration à faible force ionique, 
typiquement en dessous de 86 mM, la présence de phages détériorés est détectée 
dès le début de la filtration. Si une dégradation du génome avait lieu lors du passage 
des phages détériorés dans la pompe, une diminution devrait être aussi quantifiée 
dans l’eau ultra-pure. De plus, il est fort peu probable que les phages infectieux 
passent directement à l’état de génome dégradé, la présence d’ARN libres (phages 
détériorés, détectés par RT-PCR sans extraction) devrait être observée, ce qui n’est 
pas le cas. 
La diminution en particules infectieuses et en ARN viraux totaux semblent être le 
cumul de plusieurs phénomènes difficilement dissociables.  
 
Le tableau IV.4 présente les coefficients de vitesse d’adsorption et d’inactivation et 
dfiltration pour chaque solvant. Ainsi, même si le coefficient de vitesse d’adsorption 
augmente dans le PBS, l’inactivation reste le critère limitant. dfiltration diminue 
drastiquement dans le PBS (après seulement 5 minutes 90% des phages perdent leur 
infectivité). Ainsi lorsque des tests de filtration sur membrane seront effectués avec le 
PBS comme solvant, il sera possible de déterminer l’abattement en virus infectieux 
seulement durant les toutes premières minutes qui suivront le dopage. Cependant, ce 
temps reste faible pour déterminer un abattement. Un temps de 10 minutes au moins 
est nécessaire afin que la suspension dans le système soit bien homogène et pour 
pouvoir effectuer au moins deux prélèvements (voir commentaires, chapitre II, 
paragraphe 6.1). Dans l’eau ultra pure, nous pourrons déterminer ce même 
abattement pendant 41 minutes environ après le dopage. 
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Quantification Coefficient de  
vitesse a (s
-1
) 
 
dfiltration 
(min) 
(calculé) 
Adsorption avec dopage à 15 min (eau ultra-pure) 
Adsorption ou dégradation du génome avec dopage à 15 min 
(PBS) 
Inactivation avec dopage à 15 min (eau ultra-pure) 
Inactivation avec dopage à 15 min (PBS) 
aa : 0,66 10
-5 
aa : 15,8 10
-5 
 
ai : 40,2 10
-5 
ai : 308 10
-5 
-0,20 
-0,18 
 
-0,62 
-0,39 
2500 
105 
 
41 
5 
Tableau IV.4. Détermination des coefficients d’inactivation et d’adsorption (s
-1
) et des dfiltration, 
temps à partir duquel la concentration des particules MS2 infectieuses, ou des ARN viraux 
totaux a diminué de 1 Log10, lorsque la suspension de phages est préparée dans de l’eau ultra 
pure ou dans le PBS. 
 
 
 
3. Prise en compte de l’agrégation, de l’adsorption et de 
l’inactivation en cours de filtration dans le calcul de l’abattement  
 
L’agrégation des particules MS2 infectieuses, leur adsorption ainsi que leur 
inactivation dans la suspension en cours de filtration ont été étudiées séparément 
afin d’être prises en compte dans le calcul de l’abattement, ces 3 phénomènes 
pouvant affecter l’élimination apparente des virus. 
Des filtrations de phages MS2 sur un module membranaire contenant des 
membranes A (acétate de cellulose) ont été réalisées, la suspension de phages étant 
préparée dans différents solvants.  
3.1. L’agrégation 
Si la diminution des particules infectieuses de MS2 observée dans le rétentat 
lorsqu’une filtration est réalisée dans un solvant à force ionique élevée (182 mM) était 
due à une agrégation, alors nous devrions avoir une diminution des ARN viraux 
totaux dans le perméat, un agrégat de phages de taille plus importante devant alors 
être mieux retenu par la membrane par effet stérique (la concentration en particules 
infectieuses dans le perméat étant nulle, nous ne pouvons faire de comparaison avec 
celle ci). Or, cette diminution en ARN viraux totaux n’est pas retrouvée au cours du 
temps dans le perméat par RT-PCR avec extraction sur la figure IV.7. L’agrégation des 
particules MS2 infectieuses dans le rétentat, dans le PBS notamment, est donc 
écartée. 
  IV - Comportement des bactériophages en dynamique – Protocole des tests de filtration  
160 
 
De plus, étant donné l’importance de la diminution du nombre de particules 
infectieuses, la quantité d’ARN viraux totaux prélevés dans le rétentat ou le perméat 
devrait aussi varier de manière significative. En effet, lorsqu’un prélèvement est 
effectué la présence d’agrégats devrait conduire à une variation des concentrations 
alors déterminées. Lors des tests de filtration, la détermination des concentrations en 
phages ne seront pas affectés par l’agrégation des virus quelle que soit la méthode 
de détection employée. 
 
 
Figure IV.7. Détermination des concentrations en ARN viraux totaux en équivalent UFP/mL 
(RT-PCR avec extraction, PCR) et des particules MS2 infectieuses en UFP/mL (méthode UFP) 
pendant 2 heures avec « dopage » à 15 minutes dans du PBS. Des prélèvements de la 
suspension sont effectués à la sortie du rétentat et du perméat, n=2. 
 
Une particule infectieuse détectée par la méthode UFP correspond alors à un phage 
MS2 infectieux, on ne parle donc plus de particules infectieuses mais de phages 
infectieux. De plus, l’hypothèse c) envisagée précédemment (page 157) peut être 
écartée. 
3.2. L’adsorption  
Comme expliqué précédemment, il est possible de quantifier l’adsorption en suivant 
l’évolution de la concentration en ARN viraux totaux. La figure IV.8 montre l’évolution 
des concentrations en ARN viraux totaux dans le rétentat au cours du temps 
lorsqu’une filtration est effectuée sur une membrane A dans différents solvants. 
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Il apparaît qu’après dopage les concentrations en ARN viraux totaux restent 
constantes, la diminution observée dans certains cas reste faible (inférieure à 1 Log10). 
Toutefois, l’adsorption semble plus importante en présence de sels dans le système 
de filtration. En effet, plus la force ionique de la suspension augmente, plus la 
concentration en ARN viraux totaux dans le rétentat diminue après 2 heures de 
filtration. Dans le PBS (force ionique égale à 182 mM), après 2 heures une diminution 
de 0,7 Log10 est observée. L’expérience précédente effectuée sans fibres creuses dans 
le module montrait une diminution de 1,3 Log10 après 2h de circulation de la 
suspension préparée dans le PBS.  
D’après les commentaires faits auparavant remettant en cause l’hypothèse d) (page 
157), la diminution observée en ARN viraux totaux en présence de sels semble due à 
l’adsorption des phages dans le système plus qu’à une dégradation de leur génome. 
Ainsi, la perte en ARN viraux totaux est moins importante en présence de membranes 
dans le module car dans ce cas la surface de contact entre la suspension et la 
tubulure est diminuée, les virus retenus par la membrane sont consignés dans le 
circuit rétentat et ne rentrent pas en contact avec le circuit perméat. En considérant la 
quantité d’ARN viraux totaux ayant diminué après 2 heures de filtration en présence 
d’une membrane et en l’absence de cette dernière cela représente respectivement 3,5 
104 et 1.1 104 phages adsorbés par cm² environ.  Même si la quantité d’ARN viraux 
totaux adsorbés par cm² est plus importante sur le système de filtration sans 
membrane cela reste dans le même ordre de grandeur.  
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Figure IV.8. Evolution des concentrations dans le rétentat en ARN viraux totaux en 
équivalent UFP/mL (RT-PCR avec extraction) pendant 2 heures avec « dopage » à 15 minutes 
dans différents solvant. Un prélèvement de la suspension est effectué à la sortie du rétentat. 
Cx/C0 est le rapport de la quantité d’ARN viraux totaux au temps x sur la quantité d’ARN viraux 
totaux au temps 0 (le titre initial étant de 1.10
8
 UFP/mL), n≥2. 
 
Nos conditions permettent donc d’éviter que l’adsorption ne modifie la concentration 
en phages pendant plus de 2 heures (perte inférieure à 1 Log10), même lorsque ces 
derniers sont effectués à force ionique élevée (supérieure à 86 mM). 
3.3. L’inactivation 
En présence d’un module contenant des fibres creuses (95 ±4 cm² de surface 
filtrante), la perte d’infectivité dans le rétentat est d’autant plus importante que la 
force ionique augmente (figure IV.9), comme observé précédemment (paragraphe 
1.3), même si les phages présents dans la suspension à t0 sont tous infectieux. Un 
compromis doit être trouvé, en sachant que pour une force ionique élevée tous les 
phages sont infectieux au temps initial, mais perdent leur infectivité rapidement en 
cours de filtration due à une adsorption mais surtout à une désactivation dans le 
système, alors que pour des faibles forces ioniques, la suspension au départ contient 
une forte proportion de phages infectieux, désactivés et détériorés mais la perte 
d’infectivité est moins rapide lorsqu’une filtration est réalisée.  
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Figure IV.9. Evolution des concentrations dans le rétentat des virus MS2 infectieux en 
UFP/mL (UFP) pendant 2 heures avec « dopage » à 15 minutes dans différents solvants. Un 
prélèvement de la suspension est effectué à la sortie du rétentat. Cx/C0 est le rapport de la 
quantité des virus MS2 infectieux au temps x sur la quantité d’ARN viraux totaux au temps 0 (le 
titre initial étant de 1.10
8
 UFP/mL), n≥2. 
 
En fonction du solvant de dilution utilisé, la détermination de la durée maximale d’un 
test de filtration devra être effectuée, durée pour laquelle la perte en phages 
infectieux est inférieure à 1 Log10.   
4. Choix de la durée du test de filtration 
La durée du test de filtration (dfiltration) est déterminée en traçant pour chaque milieu, 
la droite Log10 (Cx/C0) en fonction du temps (figure IV.10). Le coefficient de vitesse 
d’inactivation ai est aussi déterminé. L‘instant auquel est effectué le dopage est pris 
comme origine du temps. 
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Figure IV.10. Evolution des concentrations dans le rétentat en virus MS2 infectieux en UFP/mL 
(UFP) pendant 4 heures après « dopage » dans différents solvant. Un prélèvement de la 
suspension est effectué à la sortie du rétentat. Cx/C0 est le rapport de la quantité des virus MS2 
infectieux au temps x sur la quantité des ARN viraux totaux au temps 0 (le titre initial étant de 
1.10
8
 UFP/mL), n≥2. 
 
Le coefficient de vitesse d’inactivation ai correspondant à chaque milieu testé ainsi 
que les dfiltration sont calculés et reportés dans le tableau IV.5. Nous pouvons 
remarquer que plus la force ionique de la suspension augmente plus dfiltration diminue, 
(et donc plus le coefficient de vitesse d’inactivation ai est grand). Dans le PBS, 
immédiatement après dopage plus de 90% des phages initialement présents dans la 
suspension de départ ne sont plus infectieux (Log10 (Cx/C0)0 est inférieur à -1). Pour 
des forces ioniques faibles, typiquement l’eau ultra pure ou l’eau du réseau, la 
filtration pourra être effectuée pendant 45-60 minutes environ après le dopage. 
Comme nous l’avions remarqué précédemment, dans un solvant à force ionique 
élevée (182mM) tel que le PBS la diminution de la concentration en phages infectieux 
dans l’eau ultra pure en filtration sur une membrane A, est moins importante (84% de 
phages encore infectieux à 15 minutes) qu’en l’absence de membrane dans le module 
(seulement 29% de phages infectieux à 15 minutes) du fait que très peu de phages 
s’adsorbent sur les tubulures du perméat (tableau IV.5). 
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Quantification Force 
ionique 
I (mM) 
Coefficient 
de  
vitesse ai  
(s
-1
) 
 
dfiltration 
(min) 
(calculé) 
Inactivation avec dopage à 15 min (eau ultra-pure) 
Inactivation avec dopage à 15 min (eau du réseau) 
Inactivation avec dopage à 15 min  
(eau distillée + 1 g/L NaCl) 
Inactivation avec dopage à 15 min 
 (eau du réseau + 5 g/L NaCl) 
Inactivation avec dopage à 15 min  
(eau physiologique) 
Inactivation avec dopage à 15 min (PBS) 
0 
3 
17 
 
86 
 
155 
 
182 
35,5 10
-5 
27,5 10
-5 
50,3 10
-5 
 
119 10
-5 
 
137 10
-5 
 
220 10
-5 
0,22 
0,14 
0,32 
 
0,62 
 
0,42 
 
-2,07 
47 
61 
33 
 
14 
 
12 
 
- 
Tableau IV.5. Détermination des coefficients d’inactivation ai (s
-1
) et de dfiltration, temps à partir 
duquel la concentration des phages MS2 infectieux a diminué de 1 Log10, lorsque la suspension 
de phages est préparée dans différents solvants. 
 
A partir de ces données nous avons tracé sur la figure IV.11, le coefficient de vitesse 
d’inactivation ai en fonction de la force ionique de la suspension phagique. 
 
 
Figure IV.11.  Coefficient de vitesse d’inactivation ai (s
-1
) en fonction de la force ionique (mM). 
 
Pour des forces ioniques inférieures à 150 mM, le coefficient ai suit une progression 
régulière. Connaissant la force ionique de la suspension I (mM), nous pouvons alors 
déterminer dfiltration  moyen (minutes): 
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Pour des forces ioniques plus élevées un changement de comportement est observé 
sur la figure IV.11 : le coefficient ai augmente avec la force ionique. Étant donné le 
peu de points, nous ne pouvons pas établir de la même manière une équation 
permettant de déterminer dfiltration pour des forces ioniques supérieures à 150 mM. 
Cependant, sachant que dfiltration est égal à 0 pour une suspension préparée dans du 
PBS de force ionique égale à 182 mM, nous dirons qu’il faut éviter de déterminer un 
abattement pour une suspension à force ionique supérieure à 150 mM dans un 
système tangentiel tel que le notre. 
 
Ainsi, dfiltration sera un paramètre déterminant à prendre en compte lorsque les 
concentrations des perméats et des rétentats au cours du temps seront caractérisées 
par la méthode de culture bactérienne.  
Au contraire étant donné que la perte des ARN viraux totaux dans le rétentat est 
inférieure à 1 log10 même après 2 heures de filtration quel que soit le solvant (figure 
IV.8), l’abattement en virus pourra être déterminé dans tous les cas par la méthode de 
RT-PCR avec extraction sur 2 heures de filtration après dopage.  
  
5. Détermination des LRV 
Les différents milieux de dilutions employés jusqu’ici ont été utilisés lors 
d’expériences de filtration sur la membrane A. Les concentrations des rétentats et des 
perméats prélevés pendant une filtration de 2 heures sont déterminées par culture 
bactérienne et par la méthode RT-PCR avec et sans extraction.  
5.1. Evolution des concentrations dans le perméat et dans le rétentat 
La figure IV.12 représente les concentrations des perméats et des rétentats en phages 
MS2. Seuls les échantillons prélevés après le dopage sont présentés. 
 
-Evolution des concentrations en phages MS2 infectieux dans les rétentats et perméats : 
Comme nous l’avons vu précédemment la concentration en phages MS2 infectieux 
dans le rétentat diminue au cours de la filtration ceci, d’autant plus que la force 
ionique du milieu est élevée. Les traits verticaux en pointillés représentent la limite à 
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partir de laquelle dfiltration est dépassée et jusqu’où nous considérerons que 
l’abattement en virus peut être déterminé. Nous constatons sans surprise que dans le 
PBS cette condition n’est jamais satisfaisante. Dans l’eau du réseau contenant 5 g/L 
de NaCl ou dans l’eau physiologique, seulement quelques points nous permettront 
de déterminer le LRV, alors que dans l’eau du réseau ou l’eau ultra pure, les 
conditions restent acceptables pendant 50 minutes environ.  
Dans le même temps les concentrations dans le perméat en virus infectieux sont 
nulles pour des concentrations en sels élevées. Cette tendance peut être expliquée 
par la diminution de la concentration en virus infectieux dans le rétentat. Pour les 
milieux à concentrations en sels inférieures ou égales à 5 g/L NaCl les concentrations 
sont en dessous de la limite de quantification (30 UFP/mL) ou légèrement au dessus 
(<300 UFP/mL). Ce dernier résultat permet de conclure que la membrane A 
caractérisée ici présente une rétention en phages MS2 infectieux importante, 
supérieure à 5 Log10. Nous rappelons que lorsque les virus ne sont pas détectés dans 
le perméat ou que la concentration est inférieure à 30 UFP/mL, (limite de 
quantification des concentrations déterminées par culture bactérienne), les 
concentrations des perméats en phages MS2 infectieux sont prises égales à 30 
UFP/mL. 
 
-Evolution des concentrations en phages MS2 détériorés dans les rétentats et perméats : 
Les phages MS2 détériorés sont détectés dans les rétentats et perméats lorsque les 
phages sont dilués dans l’eau ultra pure, l’eau du réseau et l’eau distillée avec 1 g/L 
NaCl et ceci dès le début de la filtration, les concentrations dans les perméats restent 
cependant en dessous de la limite de quantification. Au cours de la filtration la 
quantité de virus détériorés dans le perméat et dans le rétentat n’évolue pas et leur 
concentration est voisine de la concentration en ARN viraux totaux respectivement 
dans les perméats et les rétentats. Cela signifie qu’à faible force ionique le transfert 
de virus infectieux ou désactivés à travers la membrane s’accompagne de celui d’ARN 
libres. 
 
 
  IV - Comportement des bactériophages en dynamique – Protocole des tests de filtration  
168 
 
-Evolution des concentrations en ARN viraux totaux dans les rétentats et perméats : 
La quantité d’ARN viraux présents dans les rétentats évolue dans une marge jugée 
négligeable (voir figure IV.8 et commentaires) durant les deux heures de filtration 
quel que soit le solvant utilisé. Ainsi dans nos conditions, les abattements en ARN 
viraux totaux pourront être déterminés durant les 105 minutes qui suivent le dopage 
et éventuellement pendant plus longtemps si une expérience est effectuée pendant 
plus de 120 minutes. 
 
Sauf cas particulier de l’eau ultra pure, les concentrations en ARN viraux totaux des 
perméats sont en dessous de la limite de quantification de la méthode RT-PCR (102 
éq.UFP/mL) lorsqu’une filtration est effectuée dans un solvant à faible force ionique 
(en dessous de 86mM soit 5 g/L NaCl). Une quantité plus importante d’ARN viraux 
est retrouvée dans le perméat pour des forces ioniques plus élevées, cela est vérifié 
pour le PBS et l’eau physiologique, où la concentration en ARN viraux totaux est bien 
au dessus de la limite de quantification de la méthode, typiquement autour de 103 
éq. UFP/mL. En présence de sels dans le milieu, les phages désactivés, non détériorés 
car non détectables par PCR sans extraction et non infectieux car plus détectables par 
UFP (figure E et E) sont retrouvés en quantité plus importante dans le perméat, ce qui 
suggère que leur passage est facilité pour des forces ioniques élevées. Ceci peut être 
la conséquence, i) des changements physico-chimiques subi par le phage lui-même, 
ii) d’un impact de la présence de sels sur la charge apparente et/ ou sur la structure 
poreuse (gonflement) de la membrane. La perméabilité des membranes a été 
mesurée après chaque filtration, celle-ci ne varie pas et reste voisine de la 
perméabilité initiale, avec une perte inférieure à 10% quel que soit le solvant testé 
pendant les essais de filtration. Cependant, les perméabilités avant et après filtration 
ont été mesurées toujours avec le même solvant, l’eau distillée. Il aurait alors été 
intéressant d’effectuer des mesures de perméabilité avec différents solvants de forces 
ioniques variables afin de révéler un éventuel gonflement.   
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L’abattement déterminé en considérant la concentration en ARN viraux totaux sera 
alors plus faible lorsqu’une filtration par membrane sera effectuée avec une 
suspension contenant une concentration en sels importante. 
 
Revenons au cas particulier des phages dilués dans l’eau ultra pure. Malgré la force 
ionique très basse de la suspension, des ARN viraux totaux sont retrouvés dans le 
perméat, avec une concentration quantifiable supérieure à 103 éq. UFP/mL.  Nous 
pouvons expliquer ce cas particulier par la présence d’un plus grand nombre de 
phages détériorés et donc d’ARN libres présents dans la suspension de départ. Les 
ARN libres transféreraient alors plus facilement à travers la membrane. Cependant, 
cette hypothèse ne peut être vérifiée par le manque de méthodes actuellement 
disponibles. 
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Figure IV.12. Détermination des concentrations dans le rétentat et le perméat en virus MS2 
infectieux en UFP/mL (UFP), en ARN viraux totaux en éq. UFP/mL (RT-PCR avec extraction) et 
en virus MS2 détériorés en éq. UFP/mL (RT-PCR sans extraction) pendant 2 heures après 
« dopage » dans différents solvant : A) eau ultra pure, B) eau du réseau, C) eau distillée 
contenant 1 g/L de NaCl, D) eau du réseau contenant 5 g/L de NaCl, E) eau physiologique et F) 
PBS), n≥2. 
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5.2. Comparaison des LRV 
En tenant compte de dfiltration (pour les phages MS2 infectieux) et des limites de 
quantification imposées par les diverses méthodes d’analyse (UFP et RT-PCR avec et 
sans extraction), les LRV minimum ont été déterminés pour la membrane A lorsque la 
suspension est diluée et filtrée dans différents solvants (figure IV.13). Une moyenne 
des LRV calculés en tenant compte de dfiltration (phages infectieux) et pendant 2 heures 
de filtration (ARN viraux totaux et phages détériorés) a été effectuée sur au moins 
deux filtrations reproductibles réalisées sur des modules différents (explication dans 
le paragraphe 6.1 chapitre II). Les flèches représentées sur la figure IV.13 indiquent 
que la valeur du LRV déterminée pour chaque solvant est le LRV minimum que nous 
pouvons calculer en prenant en compte les valeurs des concentrations du rétentat et 
les limites de quantification des méthodes UFP et RT-PCR pour le perméat. Le LRV 
peut être supérieur (soit voisin de 7-8), pour une concentration du rétentat autour de 
108 UFP/mL et si les  limites de quantification des méthodes UFP et RT-PCR pour le 
perméat ne sont pas prises en compte. 
D’une manière générale, les abattements en phages MS2 infectieux sont plus bas par 
rapport à la figure IV.1 lorsque la stabilité des suspensions analysées en termes 
d’adsorption, d’agrégation et de perte d’infectivité est prise en compte et contrôlée. 
Les abattements en virus MS2 totaux ne varient que très peu par rapport à ceux 
mesurés sur la figure IV.1. 
Sauf cas particulier de l’eau ultra pure, l’abattement minimum en phages MS2 
infectieux diminue légèrement pour des forces ioniques situées entre 3 mM (eau du 
réseau) et 155 mM (eau physiologique). La présence de sels dans la suspension 
semble favoriser le transfert des phages infectieux à travers la membrane.  
Pour une suspension à forte force ionique (typiquement égale à 182 mM), il est 
possible d’évaluer la rétention en phages infectieux d’une membrane mais le résultat 
risque très fortement d’être entaché d’erreurs, donc nous ne l’avons pas porté. De 
plus, dans nos conditions dfiltration est égale à 0 (tableau IV.5). 
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Figure IV.13. Abattements en phages MS2 infectieux, détériorés, et totaux (ARN viraux 
totaux) déterminés par le LRV (Log10 (Crétentat/Cperméat)) lorsqu’une filtration est effectuée 
sur une membrane A dans différents solvants, n≥2. 
  
Les abattements déterminés dans l’eau ultra pure ne suivent pas les tendances 
observées pour l’ensemble des autres solvants. Il est possible que l’absence totale 
d’électrolytes endommage plus fortement les virus entraînant une plus grande 
quantité de phages détériorés et désactivés dans la suspension dans les conditions 
de filtration. C’est pourquoi ce milieu sera considéré comme particulier et ne sera 
plus utilisé dans la suite de notre étude. 
 
Un abattement en phages détériorés peut être déterminé avec les solvants à forces 
ioniques inférieures à 86 mM, ce qui signifie que des ARN libres transfèrent à travers 
la membrane, mais dans des proportions différentes selon la force ionique de la 
suspension. En effet, pour l’eau du réseau et l’eau distillée contenant 1 g/L de NaCl, 
l’abattement en ARN viraux totaux est identique mais les abattements en phages 
infectieux et détériorés sont différents. Bien qu’autant d’ARN viraux totaux traversent 
la membrane (LVR égal à 5,7 et 5,6 respectivement), une plus grande quantité de 
phages détériorés (ARN libres) transfèrent dans l’eau du réseau (LRV = 4,9) que dans 
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l’eau distillée contenant 1 g/L NaCl (LRV = 5,4), à l’inverse une plus grande quantité 
de phages infectieux transfèrent dans l’eau distillée +1g/L NaCl (LRV = 6) que dans 
l’eau du réseau (LRV = 6,4). Ainsi, plus la force ionique de la suspension est faible, 
plus la quantité d’ARN libres présents dans la suspension est importante (chapitre 
III.4.1.1), plus ces derniers seront retrouvés dans le perméat. 
 
Pour une force ionique de 86 mM (5g/L NaCl), correspondant à la teneur en sels 
minimale pour que l’ensemble des phages présents en suspension soient infectieux à 
l’instant initial, un abattement identique est observé que l’ensemble des ARN viraux 
ou que seuls les phages infectieux soient pris en compte (LRV égaux respectivement 
à 5,6 et 5,7). Ceci signifie que lorsque le dfiltration est pris en considération, 
l’abattement déterminé par les différentes méthodes d’analyse est identique. Les 
phages qui transfèrent à travers la membrane sont donc infectieux et désactivés (non 
détectables par UFP). Par ailleurs, l’abattement déterminé par quantification des ARN 
viraux n’évoluant pas, les phages désactivés transfèrent autant que les phages 
infectieux pour une concentration de 5g/L en NaCl.  
 
Pour des forces ioniques supérieures à 86 mM, la présence de phages infectieux n’est 
plus observée dans le rétentat, ou seulement pendant quelques minutes, permettant 
la détermination d’un abattement en phages infectieux dans l’eau physiologique (9 
g/L NaCl). Ainsi, l’abattement déterminé par RT-PCR va correspondre à l’abattement 
des phages désactivés présent dans la suspension. Ces derniers transférant plus 
facilement que les phages infectieux à travers la membrane, le LRV obtenu est plus 
bas (LRV = 5). 
 
Une différence de seulement 0,5 Log10 est constatée entre les LRV déterminés par 
UFP et RT-PCR avec et sans extraction pour des forces ioniques strictement 
inférieures ou supérieures à 86 mM, alors que Langlet et al. ont observé 1 Log10 de 
différence dans leurs conditions [3]. A 86 mM, qui est la concentration « minimale » 
en sels pour maintenir tous les phages infectieux à l’instant initial, aucune différence 
entre les LRV n’est observée que les concentrations des perméats et des rétentats 
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soient analysées par UFP ou RT-PCR avec extraction. Cela suppose qu’à cette 
concentration, il n’est pas nécessaire d’utiliser les deux méthodes d’analyse, et que 
cette concentration est « la concentration dite de référence » à utiliser dans notre 
protocole, mais dfiltration devra être déterminé pour la caractérisation par UFP.  
 
Lorsque des solvants de dilution de force ionique strictement inférieure ou supérieure 
à la concentration « minimale » en sel définie précédemment sont utilisés, et afin de 
déterminer la capacité de rétention d’une membrane, les abattements devront être 
déterminés par RT-PCR et par la méthode de culture bactérienne, qui sont 
complémentaires pour comprendre les mécanismes de transfert des phages dans 
leurs différents états.  
 
6. Conclusion 
Une diminution importante de phages infectieux est observée lorsqu’une suspension 
phagique circule dans le système de filtration. La présence d’une pompe 
volumétrique assurant la circulation de la suspension dans le système peut en être la 
cause. Des essais avec une pression transmembranaire plus importante (supérieur à 
0,5 bar), de même qu’en remplaçant la pompe volumétrique par une pompe 
centrifuge ou à engrenage présentant des cisaillements différents seraient 
intéressants à envisager afin de vérifier cette hypothèse. 
Un dopage effectué 15 minutes après le début de la filtration permet de saturer le 
système et garder une concentration en phages MS2 infectieux stabilisée au 
voisinage de 108 UFP/mL pendant un temps plus long. L’adsorption est négligeable 
lors de la filtration lorsque la suspension est préparée dans divers solvants de 
dilution, une diminution des concentrations inférieure à 1 Log10 après 2 heures est 
observée. Par ailleurs, il semblerait que l’utilisation d’une suspension avec une 
concentration en sels importante, favorise l’adsorption des phages désactivés dans le 
système. Le manque de moyen actuellement disponible pour détecter les génomes 
dégradés et les phages désactivés ne nous permet pas de valider pleinement cette 
hypothèse.  
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Durant une filtration sur membrane, l’agrégation des phages dans la suspension ou 
lorsque ces derniers traversent un pore a été écartée. L’inactivation des phages est 
alors le phénomène limitant lors d’une filtration. Elle est d’autant plus rapide que la 
force ionique de la suspension est élevée. La durée dfiltration, qui correspond à la durée 
pendant laquelle la perte en phages infectieux est inférieure à 90% a été définie. 
Nous avons montré que dfiltration dépendait de la force ionique de la suspension. Plus 
celle-ci augmente, plus la durée de filtration acceptable est réduite.  
 
Lors de la filtration, étant donné la rétention importante de la membrane A en virus, 
peu de phages infectieux ont été retrouvés dans le perméat. La prise en compte de la 
limite de quantification de la méthode de culture bactérienne nous impose alors de 
donner une concentration en phages MS2 égale à 30 UFP/mL, même lorsque ces 
derniers ne sont pas détectés. Par ailleurs, en présence de sels, une plus grande 
quantité d’ARN viraux totaux sont retrouvés dans le perméat. Etant donné que rien 
n’est détecté par PCR sans extraction et par UFP, une des hypothèses serait de dire 
que ces ARN correspondent à des phages désactivés.  
L’utilisation d’un solvant de force ionique égale à 86 mM nous a permis de 
déterminer des abattements équivalents, quelle que soit la méthode d’analyse 
utilisée. A la vue de ces premiers résultats, ce solvant paraît être le solvant 
« optimum » pour permettre de limiter l’analyse des concentrations des perméats et 
rétentats à la technique de RT-PCR, qui est plus rapide.  
 
L’utilisation des trois techniques de caractérisation UFP et RT-PCR avec et sans 
extraction, reste importante pour des suspensions à forces ioniques supérieures ou 
inférieures à 86 mM. Des phages désactivés et détériorés peuvent être détectés dans 
le perméat. Les phages désactivés pouvant retrouver leur caractère infectieux, il est 
nécessaire de les quantifier. Et, même si la méthode de RT-PCR semble la plus 
intéressante à utiliser, elle permettra de déterminer un abattement en virus sans 
pouvoir justifier de l’état du virus retrouvé dans le perméat. 
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Afin de vérifier et évaluer notre protocole, le comportement des phages MS2 en 
filtration sur divers matériaux membranaires intègres et sur module corrompu sera 
analysé. L’utilisation d’un autre bactériophage sera aussi étudiée afin de vérifier la 
pertinence du choix de notre traceur. 
 
Le tableau IV.6 présente les grands axes du protocole d’utilisation des virus que nous 
pouvons recommander : 
 
Paramètres Recommandations 
Traceur Bactériophages MS2 
Méthodes 
analytiques 
Méthode UFP, RT-PCR avec et sans extraction 
 (sous réserve de validation de la méthode de RT-PCR sans 
extraction). 
Tenir compte des limites de quantification égales respectivement à 
30 UFP/mL et 102 éq.UFP/mL. 
Concentration La concentration d’alimentation = 108 UFP/mL 
 afin de justifier d’un abattement maximum égal à 6,5 et 6 par UFP 
et RT-PCR compte tenu des limites de quantification. 
Matrice Eau du réseau 
pH neutre 
Force ionique Inférieure à 86 mM 
Prélèvements Ils doivent être effectués le plus proche possible des connections 
du module mais surtout de la sortie du perméat, et les échantillons 
doivent être stockés à 4°C immédiatement. 
Adsorption Afin de saturer le système en phages et garder une concentration 
en ARN viraux totaux au voisinage de 108 UFP/mL = dopage après 
15 minutes de circulation de la suspension dans le système 
Inactivation/ 
Temps de 
filtration 
Calcul de dfiltration, = durée pendant laquelle la perte en phages 
infectieux est inférieure à 90% 
Tableau IV.6. Tableau récapitulatif des conditions les plus favorables pour la caractérisation. 
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1. Introduction 
Dans ce chapitre nous allons affiner le protocole développé précédemment dans 
diverses situations susceptibles d’être rencontrées lors de la caractérisation de 
membranes ou de modules membranaires. 
 
Dans une première partie afin de conforter le choix du virus utilisé lors du test établi 
dans le chapitre précédent, une suspension de phages Q a été filtrée dans les 
mêmes conditions opératoires que les phages MS2 (membrane A).  
 
Dans une seconde partie le comportement des bactériophages filtrés sur diverses 
membranes a été étudié. Le même mode de filtration tangentiel a été utilisé pour 
toutes les membranes. Des membranes de différents matériaux (polysulfone et 
PVDF), tailles de pores et sens de filtration ont été étudiées. Leurs seuils de coupure 
déterminés par la mesure de rétention de traceurs (PEG/PEO et dextranes) ont été 
comparés aux abattements en phages MS2 obtenus dans les mêmes conditions 
opératoires. 
 
Dans une troisième partie, la sensibilité de notre protocole a été vérifiée lorsqu’une 
fibre parmi 15 contenues dans un module présente un trou traversant de 25 m 
(membrane A). Les différentes méthodes de caractérisation disponibles telles que la 
mesure de perméabilité, du seuil de coupure ont été comparées à la détermination 
du LRV. Puis selon un modèle des phénomènes de transfert, un abattement a été 
calculé et comparé à l’abattement expérimental obtenu. 
  
Dans une dernière partie, des essais réalisés sur pilote industriel au sein de 
l’entreprise Aquasource sont présentés. Ceci nous a permis d’évaluer le protocole à 
une échelle supérieure de celle des micro-modules du laboratoire. Les essais 
effectués chez l’entreprise Polymem sont regroupés en annexe 8, étant donné la 
nécessité de résultats complémentaires pour valider nos premières expériences. 
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2. Comparaison du comportement en filtration des bactériophages 
MS2 et Q
 
Langlet et al. ont montré que la rétention des bactériophages MS2 et Q de tailles 
identiques pouvait être différente lorsqu’une filtration sur membrane est effectuée 
dans les mêmes conditions opératoires [3]. Il nous est alors apparu nécessaire 
d’effectuer une étude comparative afin de déterminer dans le cas de l’application du 
protocole défini dans le chapitre IV et en utilisant toujours la membrane A, quel est le 
meilleur traceur pour caractériser la rétention de cette membrane. Le « pire cas » est 
recherché, pour cela le phage devra transférer à travers la membrane le plus 
facilement possible dans nos conditions opératoires.  
Etant donné que la présence de phages Q détériorés a été observée dans une 
gamme de concentration en NaCl beaucoup plus large (inférieur à 8 g/L NaCl) que 
pour les MS2 (inférieur à 5 g/L NaCl), nous avons choisi de filtrer des suspensions de 
phages Q préparées dans le PBS et l’eau du réseau. 
2.1. Prise en compte de l’adsorption 
De la même façon qu’avec les phages MS2, l’adsorption sur le système de filtration a 
été quantifiée lorsqu’une suspension de phages Qdans de l’eau du réseau ou du 
PBS est filtrée sur un module membranaire de référence A. La figure V.1 présente et 
compare l’évolution des concentrations en ARN viraux totaux de MS2 et Q dans le 
rétentat au cours du temps dans les deux milieux. Les concentrations en ARN viraux 
totaux de Qet MS2 dans le rétentat suivent la même tendance, la diminution 
observée reste acceptable pour notre étude, inférieure à 1 Log10.  
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Figure V.1. Evolution des concentrations dans le rétentat en ARN viraux totaux de MS2 et Q 
en équivalent UFP/mL (RT-PCR avec extraction) pendant 2 heures avec « dopage » à 15 minutes 
dans différents solvants (eau du réseau et PBS). Un prélèvement de la suspension est effectué à 
la sortie du rétentat. Cx/C0 est le rapport de la quantité d’ARN viraux totaux de MS2 (ou Q au 
temps x sur la quantité d’ARN viraux totaux de MS2 (ou Q au temps 0 (le titre initial étant de 
1.10
8
 UFP/mL), n>2. 
2.2. Choix de la durée du test de filtration 
Les courbes des concentrations dans le rétentat en phages infectieux correspondant à 
la filtration des phages MS2 sont reportées sur la figure V.2 (chapitre IV), pour être 
comparées à celles obtenues avec les phages Q

 
Figure V.2. Evolution des concentrations dans le rétentat en virus MS2 et Q infectieux en 
UFP/mL (UFP) pendant 4 heures après « dopage » dans différents solvant (eau du réseau et 
PBS). Un prélèvement de la suspension est effectué à la sortie du rétentat. Cx/C0 est le rapport 
de la quantité des virus MS2 (ou Q  infectieux au temps x sur la quantité d’ARN viraux totaux 
de MS2 (ou Q  au temps 0 (le titre initial étant de 1.10
8
 UFP/mL), n>2. 
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De la même manière que les phages MS2, les phages Q perdent de leur infectivité 
en cours de filtration, ceci d’autant plus que la force ionique de la suspension 
augmente. 
La durée du test sur laquelle la perte d’infectivité est limitée à 1 Log10 doit alors être 
définie de la même manière que précédemment (tableau V.1).  
 
 
Phages 
 
Quantification 
Coefficient de  
vitesse ai  
(s
-1
) 
 
dfiltration 
(min) 
MS2 Inactivation avec dopage à 15 min (eau du réseau) 
Inactivation avec dopage à 15 min (PBS) 
27,5 10
-5 
220 10
-5
 
0,14 
-2,07 
61 
- 
Q Inactivation avec dopage à 15 min (eau du réseau) 
Inactivation avec dopage à 15 min (PBS) 
25,7 10
-5 
284 10
-5 
0,37 
0,18 
65 
6 
Tableau V.1. Détermination des coefficients d’inactivation ai (s
-1
) et de dfiltration (min), temps 
à partir duquel la concentration en phages MS2 ou Q  infectieux a diminué de 1 Log10, 
lorsque la suspension de phages est préparée dans différents solvants. 
 
Les coefficients de vitesse d’inactivation ai pour chaque solvant restent dans le même 
ordre de grandeur pour les deux phages. La durée du test de filtration, déterminée 
par dfiltration, est identique lorsque les phages MS2 et Q sont filtrés dans l’eau du 
réseau (respectivement 61 et 65 minutes). Dans le PBS, même si la perte en phages 
infectieux à t0 est négligeable pour les phages Q (Log10 (Cx/C0) supérieur à -1) par 
rapport aux phages MS2 (égal à -2,07), le calcul de dfiltration montre cependant que la 
durée pour laquelle la concentration en phages Q infectieux a diminué de moins de 
1 Log10 reste très faible (6 minutes). Ainsi, comme pour les phages MS2, nous ne 
déterminerons pas d’abattement en phages infectieux lorsque les phages Q sont 
dilués dans le PBS, une durée d’au moins 10 minutes après dopage étant jugée 
nécessaire afin de réaliser des tests valables (chapitre II.6.1). 
 
2.3. Détermination et comparaison des LRV 
La figure V.3 présente les concentrations des perméats et des rétentats des phages 
Q au cours de plusieurs filtrations effectuées sur un module membranaire A lorsque 
les phages sont dilués dans de l’eau du réseau ou du PBS. 
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Figure V.3. Détermination des concentrations dans le rétentat et le perméat en virus Q 
infectieux en UFP/mL (UFP), en ARN viraux totaux en éq. UFP/mL (RT-PCR avec extraction) et 
en virus Q détériorés en éq. UFP/mL (RT-PCR sans extraction) pendant 2 heures après 
« dopage » dans différents solvants : A) eau du réseau  et B) PBS), n>2. La limite de 
quantification de Q par RT-PCR est de 1 éq.UFP/mL. 
 
Les profils de concentration sont identiques à ceux que nous avions présentés pour le 
phage MS2 (chapitre IV paragraphe 5.1, figure IV.12).  
La quantité de phages Q infectieux détectée dans le perméat, que la filtration soit 
réalisée dans l’eau du réseau ou le PBS (figure V.3 A et B) reste en dessous de la limite 
de quantification de la méthode de culture cellulaire (30 UFP/mL). La membrane A ne 
semble pas laisser passer plus de phages Q infectieux que de phages MS2 infectieux 
malgré le niveau élevé de la concentration dans le rétentat. De la même façon, dans 
l’eau du réseau, des phages détériorés sont détectés dans les perméats et les 
rétentats.  
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La seule différence par rapport aux phages MS2, est la quantité légèrement plus 
importante d’ARN viraux totaux de Q mesurée dans les perméats que la suspension 
soit diluée dans le PBS ou l’eau du réseau. En effet, cette concentration est égale à 
environ 102 éq.UFP/mL pour le phage Q à comparer à 101 éq.UFP/mL pour le phage 
MS2 dans l’eau du réseau. Lorsque les suspensions sont diluées dans le PBS, les 
concentrations des perméats sont égales à environ 2,5 103 éq.UFP/mL pour les 
phages Qet à 103 éq.UFP/mL pour les phages MS2. Ces données montrent que les 
phages désactivés et/ou détériorés de Q transfèreraient plus facilement à travers la 
membrane que les phages MS2 dans les mêmes états.  
 
De la même façon que pour les phages MS2 en présence de sels, les ARN viraux des 
phages Q semblent mieux traverser la membrane.  
 
De plus, l’hypothèse émise précédemment (chapitre IV, paragraphe 3.1) sur l’absence 
d’agrégation de MS2 mis en suspension dans une solution saline peut aussi être 
valable pour Q. En effet, un agrégat étant a priori mieux retenu par la membrane, la 
quantité d’ARN viraux détectés dans le perméat devrait diminuer au cours du temps 
s’il y avait agrégation. Ceci n’étant pas observé (figure V.3.B’)), nous pouvons en 
conclure que Q dilués dans le PBS ne s’agrège de manière significative pas au cours 
de la filtration. 
 
La figure V.4 représente les LRV déterminés lorsque MS2 et Q sont filtrés sur la 
membrane A, en tenant compte de dfiltration (pour les phages infectieux) et des limites 
de quantification imposées par les diverses méthodes. Une moyenne a été effectuée 
sur au moins deux filtrations bréalisées sur des modules différents (explication dans le 
paragraphe 6.1 chapitre II). 
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Figure V.4. Abattements en phages MS2 et Q infectieux, détériorés, et totaux (ARN viraux 
totaux) déterminés par le LRV (Log10 (Crétentat/Cperméat)) lorsqu’une filtration est effectuée 
sur une membrane A dans l’eau du réseau ou le PBS, n≥2. 
 
- dans l’eau du réseau : 
Lorsque les concentrations sont analysées par UFP, les abattements obtenus pour les 
phages MS2 et Q dans l’eau du réseau sont identiques (égaux à 6,4).  
Une différence est notée sur les abattements en ARN viraux totaux et en phages 
détériorés.  
Même si une plus grande quantité d’ARN viraux totaux ou de phages détériorés est 
retrouvée dans le perméat lorsque les phages Q sont filtrés dans l’eau du réseau, la 
prise en compte des limites de quantification de la méthode RT-PCR (égale à 1 
éq.UFP/mL pour les phages Q et 102 éq.UFP/mL pour les phages MS2), amène à un 
abattement en ARN viraux totaux et en phages détériorés de Q supérieur (0,6 Log10) 
à celui obtenu pour les phages MS2.  
 
- dans le PBS : 
Lorsque les phages sont mis en suspension dans le PBS, il n’est pas possible de 
mesurer un abattement en phages Q infectieux étant donné que ces derniers sont 
infectieux pendant très peu de temps.  
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Nous constatons que malgré la prise en compte des limites de quantifications le LRV 
en ARN viraux totaux de Q est beaucoup plus faible (4,4) dans le PBS que dans l’eau 
du réseau (6,3). La présence de sels a donc un effet sur le passage des phages à 
travers la membrane, comme cela avait été constaté pour les phages MS2. Enfin 
contrairement aux résultats dans l’eau du réseau, le LRV en ARN viraux totaux de Q 
(4,4) est plus faible que celui obtenu pour MS2 (5) dans les mêmes conditions.  
Ainsi, les phages Q transfèrent plus facilement lorsqu’ils sont mis en suspension 
dans une solution à force ionique plus élevée typiquement autour de 182 mM dans 
nos conditions opératoires. Ceci malgré la présence d’agrégats de phages Q plus 
importante observés dans ce solvant (chapitre III, paragraphe 2.1.2).  
2.4. Conclusion 
Dans nos conditions, pour une membrane d’ultrafiltration en acétate de cellulose de 
taille de pores de l’ordre de 10 nm, les phages MS2 et Q infectieux dilués et filtrés 
dans l’eau du réseau se comportent de la même façon.  
Lorsque les concentrations sont analysées par RT-PCR avec et sans extraction dans 
l’eau du réseau, les abattements en phages MS2 sont plus faibles que ceux 
déterminés pour les phages Q lorsque les limites de détection des méthodes de 
caractérisation sont prises en compte. Les phages MS2 semblent alors permettre une 
meilleure évaluation des capacités de rétention de la membrane A. 
 
Lorsque les phages MS2 et Q sont dilués dans une suspension à force ionique plus 
élevée (typiquement ici 182 mM), la détermination d’abattements en phages 
infectieux n’est pas possible. Lorsque les concentrations sont analysées par RT-PCR 
avec extraction, les phages Q semblent transférer plus facilement à travers la 
membrane testée. Cependant il s’agit de phages désactivés. 
 
Ainsi, pour des faibles forces ioniques, nos résultats montrent une tendance 
différente par rapport aux conclusions de l’étude de Langlet et al. (I= 0,2 mM) qui 
préconisent l’utilisation des phages Q plutôt que MS2 pour la qualification de 
membrane. Une comparaison du comportement de ces phages filtrés sur des 
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membranes de tailles de pores différentes et pour des forces ioniques variables serait 
à envisager dans nos conditions de filtration afin de compléter l’étude. 
Cependant, comme nous l’avions constaté dans le chapitre III, le phage Q est moins 
stable en suspension que le bactériophage MS2 dans les mêmes conditions 
d’amplification. Une présence d’agrégats plus nombreux est observée. Dans ces 
conditions Q semble être le candidat le moins favorable pour représenter le « pire 
cas ».  
D’après nos résultats dans le PBS, les phages Q retrouvés dans le perméat seraient 
désactivés, ce qui ne permettrait pas d’évaluer la rétention d’une membrane en 
phages infectieux dans ce solvant. 
L’eau du réseau peu utilisée en laboratoire présente l’inconvénient d’être variable en 
composition. A côté de cela, elle est facilement accessible, très robuste en regard de 
nos résultats et est utilisée par le secteur industriel. Notre choix s’est porté en sa 
faveur. 
Ainsi, les expériences suivantes qui comparent le comportement de diverses 
membranes seront effectuées dans de l’eau du réseau additionnée dans certains cas 
de sels (force ionique inférieure à 86mM) et avec les phages MS2.  
 
3. Comparaison de l’abattement en phages MS2 et du seuil de 
coupure déterminés sur diverses membranes  
Dans un premier temps, l’abattement en phages MS2 a été déterminé sur diverses 
membranes d’ultrafiltration en suivant le protocole de filtration établi dans le chapitre 
précédent. 
Les courbes de sélectivité et les seuils de coupure de chaque membrane ont été 
ensuite déterminés par la mesure de rétention de deux types de polymères de 
synthèse, les PEG/PEO et les dextranes (détaillé dans le chapitre II de cette étude). 
Enfin, la cohérence entre le LRV et le seuil de coupure alors déterminés pour les 
différentes membranes a été discutée. 
  V - Evaluation du protocole   
 
190 
 
3.1. Comparaison du comportement des bactériophages MS2 en filtration sur 
diverses membranes 
Pour cette étude, les phages MS2 dilués dans l’eau du réseau avec ou sans ajout de 
5g/L de NaCl ont été filtrés pendant 2 heures sur différentes membranes. Un dopage 
est toujours effectué après 15 minutes de circulation de la suspension dans le 
système. 
Le même mode de filtration tangentiel a été utilisé pour toutes les membranes. Une 
vitesse tangentielle correspondante à un nombre de Reynolds égal à 1800 est 
calculée. Les suspensions sont filtrées à la même pression transmembranaire de 0,5 
bar.  
Des membranes de différents matériaux (polysulfone et PVDF), tailles de pores et 
sens de filtration (int/ext et ext/int) ont été étudiées. Ainsi, le sens de filtration pour la 
membrane B reste identique à la membrane A, le passage du fluide à traiter a lieu de 
l’intérieur vers l’extérieur de la fibre alors que pour les membranes C et D le sens de 
filtration s’effectue de l’extérieur vers l’intérieur.  
 
 Effet de l’adsorption 
Après dopage, l’effet de l’adsorption reste très modéré quel que soit le solvant utilisé 
pour les membranes B et C qui sont en polysulfone et de deux sens différents de 
filtration (figure V.5 A et B). Pour la membrane D (en PVDF), nos conditions 
conduisent à une adsorption plus importante des ARN viraux totaux sur le système 
de filtration (perte supérieure à 1 Log10) après 105 minutes (figure V.5 C). Ceci peut 
être expliqué par une adsorption plus importante des phages MS2 sur la membrane 
D en PVDF. 
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Figure V.5. Evolution des concentrations dans le rétentat en ARN viraux totaux en 
équivalent UFP/mL (RT-PCR avec extraction) pendant 2 heures après « dopage » à 15 minutes 
dans différents solvant. Un prélèvement de la suspension est effectué à la sortie du rétentat. 
Cx/C0 est le rapport de la quantité d’ARN viraux totaux au temps x sur la quantité d’ARN viraux 
totaux au temps 0 (le titre initial étant de 1.10
8
 UFP/mL), n ≥2. A) Membrane B en polysulfone, 
B) Membrane C en polysulfone et C) Membrane D en PVDF. 
 
 
 Choix de la durée du test de filtration 
En présence de sels (I égal à 86 mM), l’infectivité des phages MS2 en suspension 
diminue. Après 105 minutes, pour les membranes B et C, la concentration en phages 
infectieux dans la suspension est nulle (figure V.6). Pour la membrane D, après 45 
minutes, plus aucun phage MS2 infectieux n’est présent en suspension.  
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Figure V.6. Evolution des concentrations dans le rétentat en virus MS2 infectieux en UFP/mL 
(UFP) pendant 2 heures après « dopage » dans différents solvant. Un prélèvement de la 
suspension est effectué à la sortie du rétentat. Cx/C0 est le rapport de la quantité des virus MS2 
infectieux au temps x sur la quantité d’ARN viraux totaux au temps 0 (le titre initial étant de 
1.10
8
 UFP/mL), n ≥2. A) Membrane B en polysulfone, B) Membrane C en polysulfone et C) 
Membrane D en PVDF. 
 
 
Le coefficient de vitesse d’inactivation ai correspondant à chaque solvant testé ainsi 
que les dfiltration ont été calculés et sont reportés dans le tableau V.2. Pour la 
membrane D étant donnée la diminution importante de la concentration en ARN 
viraux totaux dans le rétentat (supérieure à 1 Log10), dfiltration a été aussi déterminé 
lorsque les concentrations sont analysées par RT-PCR avec extraction. 
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Quantification Coefficient 
de  
vitesse ai  
(s
-1
) 
 
dfiltration 
(min) 
Membrane A 
Inactivation avec dopage à 15 min (eau du réseau) 
Inactivation avec dopage à 15 min (eau du réseau + 5 g/L NaCl) 
27,5 10
-5 
119 10
-5 
0,14 
0,62 
61 
14 
Membrane B 
Inactivation avec dopage à 15 min (eau du réseau) 
Inactivation avec dopage à 15 min (eau du réseau + 5 g/L NaCl) 
27,7 10
-5 
130 10
-5 
0,06 
0,91 
60 
13 
Membrane C 
Inactivation avec dopage à 15 min (eau du réseau) 
Inactivation avec dopage à 15 min (eau du réseau + 5 g/L NaCl) 
7,67 10
-5 
108 10
-5
 
0,26 
1,00 
217 
15 
Membrane D 
Inactivation avec dopage à 15 min (eau du réseau + 5 g/L NaCl) 
Adsorption avec dopage à 15 min (eau du réseau + 5 g/L NaCl) 
- PCR AE 
197 10
-5 
18,8 10
-5
 
- 0,26 
- 0,18 
8 
88 
Tableau V.2. Détermination des coefficients d’inactivation ai (s
-1
), ad (s
-1
) pour la membrane D  
et de dfiltration (min), temps à partir duquel la concentration en phages MS2 infectieux a diminué 
de 1 Log10, lorsque la suspension de phages est préparée dans différents solvants pour les 
différentes membranes testées, les résultats obtenus (chapitre IV) pour la membrane A sont 
reportés afin d’être comparés. 
 
 
Lorsque la suspension est préparée dans 5 g/L de NaCl, le même temps de filtration 
calculé pour les membranes A, B et C est obtenu (environ 14 1 minutes). La durée du 
test de filtration est plus faible pour la membrane D par rapport aux autres 
membranes et est égal à 8 minutes, ainsi pour cette membrane il sera plus difficile de 
déterminer un abattement en phages infectieux valable (dfiltration <10 minutes). Pour 
l’abattement défini à partir des concentrations en ARN viraux totaux, les 
concentrations mesurées avant 88 minutes seront prises en compte. 
Dans l’eau du réseau, dfiltration est identique pour les membranes A et B et plus long 
pour la membrane C, ou la perte en phages infectieux sera considérée comme 
négligeable pendant les 2 heures de filtration. Cela peut être expliqué par le sens de 
filtration différent dans ce cas par rapport aux membranes A et B, les surfaces de 
contact n’étant pas les mêmes. Pour la membrane C, le fluide à traiter est filtré de 
l’extérieur vers l’intérieur, les phages qui sont alors retenus par la membrane se 
trouvent dans le carter de filtration alors que pour les membranes A et B, le rétentat 
circule à l’intérieur des fibres, par conséquent un cisaillement plus important des 
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phages est envisageable. Cela reste cependant à vérifier car dans l’eau du réseau 
contenant 5g/L de NaCl cet effet n’est pas visible. 
 
 Evolution des concentrations dans le perméat et dans le rétentat 
Les concentrations des rétentats et des perméats prélevés pendant une filtration de 2 
heures sur les membranes B, C et D sont reportées sur la figure V.7. 
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Figure V.7. Détermination des concentrations dans le rétentat et le perméat en virus MS2 
infectieux en UFP/mL (UFP), en virus MS2 totaux (ARN viraux totaux) en éq. UFP/mL (RT-PCR 
avec extraction) et en virus MS2 détériorés en éq. UFP/mL (RT-PCR sans extraction) pendant 2 
heures après « dopage » dans différents solvants : eau du réseau et eau du réseau contenant 5 
g/L de NaCl, n≥2 pour les différentes membranes testées. 
 
- dans l’eau du réseau : 
En filtrant une suspension de MS2 préparée dans de l’eau du réseau sur une 
membrane B ou C, les concentrations en phages détériorés et en ARN viraux totaux 
dans le rétentat caractérisées au cours du temps suivent la même tendance que sur 
une membrane de type A (figure IV.12, page 170). Les concentrations en phages 
infectieux dans le rétentat chutent de manière un peu plus importante après 60 
minutes avec la membrane B mais cela n’a pas d’incidence sur le calcul du LRV qui 
sera déterminé avant 60 minutes. Au contraire, pour la membrane C les 
concentrations en phages infectieux diminue moins rapidement (voir commentaires 
tableau V.2).  
 
La quantité de phages qui transfère à travers les membranes B ou C est supérieure à 
la membrane A. Les concentrations en ARN viraux totaux et en phages détériorés 
dans le perméat sont alors supérieures à la limite de quantification des méthodes (102 
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éq. UFP/mL) après le dopage, alors que ces concentrations étaient inférieures à la 
limite de quantification avec la membrane A.  
Les membranes B ou C laissent passer plus de phages à travers leur structure par 
rapport à la membrane A, lorsque la suspension est diluée dans de l’eau du réseau. 
Ceci est en contradiction avec les données des fabricants, une analyse plus 
approfondie est présentée dans le paragraphe 3.3 de ce chapitre. 
 
- dans l’eau du réseau contenant 5 g/L de NaCl : 
De la même façon que pour la suspension préparée dans l’eau du réseau, le profil des 
concentrations des rétentats en ARN viraux totaux mais aussi en phages infectieux 
lorsqu’une filtration est effectuée sur membrane B ou C est identique à celui obtenu 
avec la membrane A.  
Pour la membrane D les concentrations dans le rétentat et le perméat diminuent de 
manière plus importante par rapport aux autres membranes testées. 
 
D’une manière générale, il apparaît que la quantité de phages (infectieux, détériorés 
et totaux) retrouvés dans le perméat lorsqu’une suspension est filtrée sur une 
membrane B, C ou D est plus importante que lorsque les phages sont préparés dans 
l’eau du réseau. Les abattements déterminés en considérant tous les états de phages 
seront alors plus faibles sur ces membranes dans l’eau du réseau contenant 5g/L de 
NaCl.  
 
 Détermination des LRV 
Les LRV ont été déterminés (figure V.8) pour les membranes B, C et D en tenant 
compte de dfiltration (pour les phages infectieux et pour les ARN viraux totaux pour la 
membrane D). 
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Membrane B Membrane C Membrane D 
   
Figure V.8. Abattements en phages MS2 infectieux, détériorés, et totaux (ARN viraux 
totaux) déterminés par le LRV lorsqu’une filtration est effectuée sur une membrane B, C ou D 
dans différents solvants, n ≥2. 
 
 
Pour la membrane B, dans l’eau du réseau l’abattement mesuré est identique (5,5) 
quel que soit l’état des phages (infectieux, détériorés ou totaux), alors que cette 
même tendance avait été observée sur la membrane A en présence de 5 g/L de NaCl 
(figure IV.13). Les abattements obtenus, à l’exception de celui déduit des mesures 
effectuées par RT-PCR sans extraction sont plus faibles que ceux issus des tests 
réalisés avec la membrane A. Les abattements obtenus lorsque la suspension est 
préparée dans 5 g/L de NaCl révèlent de façon plus marqués le transfert important 
des phages à travers la membrane B, les LRV obtenus sont inférieurs d’1 Log10 
environ à ceux obtenus pour la membrane A.  
Si l’on compare, toujours pour ce solvant, les abattements déterminés en ARN viraux 
totaux et en virus MS2 infectieux respectivement égaux à 3,9 et 4,9, nous notons 
qu’une plus grande quantité de phages désactivés que de phages infectieux 
transfèrent à travers la membrane B.  
La suspension préparée dans 5g/L de NaCl ne permet pas pour la membrane B 
l’obtention d’abattements identiques lorsque les concentrations sont déterminées par 
RT-PCR et UFP comme cela a été observé pour la membrane A (respectivement 
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égaux à 5,6 et 5,7). La méthode de RT-PCR, si elle est la seule à être utilisée comme 
suggéré dans le chapitre IV pour déterminer les capacités de rétention d’une 
membrane, représentera alors les conditions pour lesquelles les phages transfèrent le 
plus facilement à travers la membrane (« pire cas »). Il n’en reste pas moins que les 
deux méthodes de caractérisation utilisées en parallèle sont recommandées pour 
vérifier de l’état du virus ayant transféré à travers la membrane. 
 
Dans l’eau du réseau, autant de phages MS2 infectieux que d’ARN viraux transfèrent 
à travers la membrane C (LRV égaux respectivement à 1,8 et 1,9). Une quantité 
légèrement plus faible d’ARN libres (phages détériorés) est retrouvée dans le perméat 
(1,5). L’effet de la présence de sels, pour cette membrane est contraire aux 
observations faites sur les membranes A et B : les LRV obtenus étant plus élevés 
lorsque les suspensions sont préparées avec 5g/L de NaCl par rapport au cas où l’eau 
du réseau est utilisée comme solvant. Il nous est difficile d’expliquer ce 
comportement.  
 
Enfin, l’abattement en ARN viraux totaux est faible (LVR=3,2) pour la membrane D 
lorsque la suspension est préparée avec 5 g/L de NaCl. Une perte de la perméabilité 
importante (Lp égal à  43%) mesurée après la filtration sur la membrane D indique 
un colmatage important de celle-ci alors que pour la membrane A, B ou C dans les 
mêmes conditions une perte inférieure à 10% est mesurée. Ainsi une adsorption plus 
importante des phages a lieu sur cette membrane comme cela avait été suggéré en 
amont. Le matériau PVDF est reconnu pour sa capacité d’adsorption importante de 
part son hydrophobicité ce qui a conduit à de nombreuses études visant à rendre 
plus hydrophile ce matériau membranaire [93-96]. Par conséquent, il n’est pas 
étonnant qu’une plus grande adsorption soit constatée sur la membrane D par 
rapport aux autres matériaux membranaires testés.  
 
 Conclusion 
Afin de valider les résultats que nous avons obtenus avec la membrane A, nous avons 
utilisé dans les mêmes conditions de filtration (mode de filtration tangentiel) 
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différentes membranes disponibles sur le marché présentant des seuils de coupure 
proches autour de 100-150 kDa et de différents matériaux (polysulfone et PVDF). Le 
sens de filtration (int/ext et ext/int) dépend des caractéristiques des membranes 
testées.  
 
Dans nos conditions, l’adsorption n’introduit pas de variation de concentrations trop 
importante (perte inférieure à 1 Log10) des phages MS2 quel que soit le solvant utilisé 
sur les membranes B et C (polysulfone). dfiltration et les coefficients d’inactivation ai 
calculés en tenant compte des concentrations en phages infectieux dans le rétentat 
sont identiques pour ces deux membranes. Pour la membrane D en PVDF une 
adsorption plus importante est notée.  
Alors que l’évolution des concentrations dans le rétentat en phages infectieux, 
détériorés et en ARN viraux totaux est identique quelle que soit la membrane testée, 
une différence visible a été notée dans le perméat. En effet, une plus grande quantité 
de phages transfèrent à travers les membranes B, D et C (C étant la membrane où le 
plus de phages sont retrouvés dans le perméat) ce qui n’est pas en adéquation avec 
un seuil de coupure proche annoncé par les fabricants pour ces dernières par rapport 
à la membrane A.  
La suspension préparée dans 5 g/L de NaCl montre un abattement plus bas pour la 
membrane B par rapport à la membrane A d’une part et par rapport aux résultats 
obtenus dans l’eau du robinet d’autre part, ceci quelle que soit la méthode d’analyse 
utilisée. Ce solvant semble favoriser le transfert des phages à travers la membrane. 
Cependant, ceci ne semble pas être observé lorsque des abattements faibles sont 
déterminés (membrane C). 
 
3.2. Détermination du seuil de coupure des membranes 
Les courbes de sélectivité et les seuils de coupure sur chaque membrane ont été 
déterminés par la mesure de rétention de deux types de polymères de synthèse, les 
PEG/PEO et les dextranes (détaillé dans le chapitre II de cette étude). Ces résultats ont 
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faibles 
fait l’objet de tests croisés entre les différents partenaires du projet dans le cadre 
duquel s’inscrit notre travail [97]. 
3.2.1. Courbe de sélectivité 
Les résultats obtenus par les partenaires Aquasource, Véolia et LGC sont rassemblés 
sur les figures V.9-14 pour les 4 membranes testées notées A, B, C et D. 
 
 Impact de l’état de colmatage de la membrane 
Il a été observé que des filtrations successives de PEG/PEO engendraient un 
colmatage de la membrane (perte de perméabilité supérieur à 30%) tout en 
modifiant la rétention mesurée pour le PEG suivant (figure V.9). L’utilisation de PEG 
isolés n’a de pertinence que si un protocole très précis est respecté quand à l’ordre 
de filtration des molécules de façon à reproduire à l’identique lors de chaque 
caractérisation l’impact du colmatage par les molécules de traceurs.  
 
 
 
 
   
   
               
Figure V.9. Impact de l’état de colmatage de la membrane A lors de la filtration du PEG 35 
kDa isolé (Véolia-LGC). 
 
 
 Répétabilité et comparaison des rétentions en PEG et PEO 
Un écart sur la rétention pouvant aller jusqu’à 30% est observé pour un même PEG 
lors de sa filtration sur des modules contenant des fibres A (figure V.10). Mais, il est 
difficile de distinguer la part qui revient à la précision sur la mesure de rétention de 
celle qui revient à la variabilité de caractéristiques des échantillons des membranes 
(un nouveau module est fabriqué pour chaque courbe de sélectivité). 
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Figure V.10. Courbes de sélectivité de la membrane A – Répétabilité sur les divers PEG 
et PEO isolés (LGC) de 2000 à 100 000 g/mol. 
 
 
 Comparaison des courbes de sélectivité obtenues avec les PEG et les 
dextranes 
Les allures des courbes de sélectivité (figure V.11) obtenues avec les PEG et les 
dextranes diffèrent pour plusieurs membranes (pentes différentes aux diverses 
portions des courbes). Les hypothèses qui peuvent être émises sont un 
comportement différent en filtration (possibilité de légères modifications de 
conformation sous l’effet de l’hydrodynamique spécifique à chaque type de 
molécules) ou encore de faibles interactions avec le matériau membranaire qui 
diffèrent selon la nature chimique du traceur. Nous avons pu aussi remarquer que 
dans certains cas, l’obtention d’une courbe bien définie est rendue difficile avec les 
PEG du fait du peu de points disponibles (en particulier autour du seuil de coupures 
attendu) par rapport aux dextranes. Les dextranes permettent l’obtention de courbes 
mieux définies. De plus, la présence dans le mélange de molécules de masse molaire 
élevée permet de caractériser des membranes de seuil de coupure annoncé jusqu’à 
150 kDa. Il faut tout de même noter un inconvénient à l’utilisation de dextranes en 
mélange identifié dans la littérature, qui est la gêne stérique lors du transfert des plus 
petites molécules due à la présence des fractions de masse molaire élevée dans la 
même solution. 
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Globalement, la courbe de sélectivité de la membrane A semble plus resserrée que 
celles des membranes B, C ce qui pourrait indiquer une dispersion plus importante 
des tailles de pores pour ces 2 dernières membranes. L’allure de la courbe de 
sélectivité de la membrane D est quant à elle assez atypique et les essais de 
répétabilité ont montré une dispersion importante des résultats en termes de seuil de 
coupure. La conclusion qui peut-être tirée ici est que cette membrane est plus 
«ouverte» que les 3 autres. Le comportement différent observé alors pour la 
membrane D pourrait expliquer les résultats que nous avons obtenus en termes 
d’abattement en phages MS2. 
 
Membrane A 
 
Membrane B 
Membrane C 
 
Membrane D 
Figure V.11. Courbes de sélectivité des différentes membranes. 
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 Conclusion 
Concernant le comportement des PEO (35, 55 et 100 kDa) par rapport aux PEG, les 
premiers posent le problème d’une importante perte de perméabilité (jusqu’à 86%). 
D’autre part, le comportement des PEO en filtration semble différent de celui des PEG 
ce qui se traduit par des courbes présentant un maximum de rétention et non pas un 
palier à 100% comme attendu. Pour ces raisons, l’utilisation des PEO semble à 
proscrire. En conséquence de ceci, et du fait que les PEG sont disponibles dans le 
commerce jusqu’à la masse molaire de 35 kDa, nous considèrerons que l’utilisation 
des PEG isolés comme traceurs devra être limitée au cas de membranes dont le seuil 
de coupure annoncé est inférieur à 35 kDa.  
L’utilisation des dextranes semblent plus appropriés pour déterminer le seuil de 
coupure d’une membrane. La présence dans le mélange de molécules de masse 
molaire élevée permet de caractériser des membranes de seuil de coupure annoncé 
jusqu’à 150 kDa (voir plus puisqu’il existe des dextranes de 500 kDa). 
 
3.3. Cohérence LRV/MWCO 
Comme nous l’avions énoncé précédemment dans le chapitre I de cette étude 
(paragraphe 8.3), il n’est pas possible de prévoir la rétention d’un bactériophage en 
connaissant le seuil de coupure d’une membrane donnée. La présence de pores 
permettant le passage d’un petit nombre de phages n’autorise pas nécessairement le 
passage de suffisamment de traceurs moléculaires pour que ces derniers soient 
détectables. Une différence de 11 ordres de grandeur entre les sensibilités des 
méthodes de détection de PEG/PEO et de virus est observée. 
Dans ce paragraphe nous avons cherché à comparer les abattements en phages MS2 
obtenus pour les différentes membranes aux seuils de coupure déterminés en 
utilisant différents traceurs, tels que les dextranes et les PEG/PEO. L’abattement en 
phage MS2 lorsque la suspension est diluée dans 5 g/L de NaCl correspond à notre 
valeur de comparaison. Tous ces résultats sont reportés dans le tableau V.3. 
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 Membrane A Membrane B Membrane C Membrane D 
Données 
industrielles 
Seuil de 
coupure 
(kDa) 
100 
(dextrane) 
150 
(dextrane) 
100 - 
Taille de pores 
nominale (nm) 
10 20 - 20 
LRVMS2 > 6 > 6 > 4 3 – 5 
PEG/PEO 
(isolés) 
Seuil de 
coupure 
(kDa) 
75 51 92 170 
rhyd (nm) 
dhyd (nm) 
14 
28 
11 
22 
16 
32 
22 
44 
Lp % 28 - - 86 
Dextranes 
(mélangés) 
Seuil de 
coupure 
(kDa) 
60-80 180-230 - 450-800 
rhyd (nm) 
dhyd (nm) 
8-10 
16-20 
14-16 
28-32 
- 22-29 
44-58 
Lp % 8.6 9.0 - 26.0 
LRVMS2 ARN viraux totaux 
(Eau du réseau + 5g/L NaCl /PCR) 
>5,6 >3,9 >2,1 >3,2 
LRVMS2 phages MS2 infectieux 
(Eau du réseau + 5g/L NaCl /UFP) 
>5,7 >4,9 >2,5 - 
Tableau V.3. Détermination du seuil de coupure (kDa) et du rayon hydrodynamique (rhyd) lui 
correspondant ainsi que de l’abattement en phages MS2 déterminé par les méthodes RT-PCR et 
UFP des membranes mises à disposition par les partenaires industriels. Comparaison avec les 
données industrielles. 
 
 
Le calcul du diamètre hydrodynamique de la molécule retenue à 90% (déduit du seuil 
de coupure, équation II.12) pour chaque traceur utilisé permet de voir dans tous les 
cas (membranes A, B, C et D) qu’il est proche de la taille moyenne des phages MS2 
(30 nm). C’est conforme sans surprise à la présence de pores de taille supérieure au 
rayon moyen des phages. Il est donc normal que des phages soient retrouvés dans le 
perméat.  
D’une manière générale, nous pouvons noter que nos conditions de filtration nous 
permettent de déterminer des LRVMS2 plus faible par rapport aux données 
industrielles. Nous ne connaissons pas les différents protocoles opératoires qui ont 
permis l’obtention de ces résultats qui aurait pu nous permettre d’établir une réelle 
comparaison. Mais nous pouvons constater qu’il est important de pouvoir établir une 
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norme afin que toutes les membranes soient testées en termes d’abattement en virus 
dans les mêmes conditions de filtration.  
 
En fonction des différentes techniques permettant de déterminer le seuil de coupure 
d’une membrane et les abattements en ARN viraux totaux nous avons fait un 
classement des membranes en fonction de leur dhyd et de leur LRV (figure V.12). 
 
Figure V.12. Classement des membranes mises à disposition par les partenaires industriels en 
fonction de leur seuil de coupure exprimé en rayon hydrodynamique (obtenue par rétention de 
PEG/PEO et Dextranes) ainsi que de l’abattement en ARN viraux totaux déterminés par les 
méthodes RT-PCR. Comparaison avec les données industrielles. 
 
Selon les différentes méthodes de caractérisation disponibles, la membrane A semble 
avoir la plus petite taille de pores et un LRV en ARN viraux totaux le plus élevé.  
La membrane B semble être ensuite la plus efficace en terme d’abattement en virus, 
suivie des membranes D et C dans nos conditions d’analyse.  
L’ordre des seuils de coupure est le même que celui des abattements. 
 
3.4. Conclusion 
Les résultats reportés dans ce paragraphe montrent que le protocole mis en place 
dans le chapitre précédent est transposable à l’étude de diverses membranes. 
L’adsorption n’introduit pas de variation de concentrations trop importante et, le 
coefficient d’inactivation et dfiltration sont identiques quelle que soit la membrane 
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testée. Les différences importantes observées sont les concentrations du perméat 
relevées au cours du temps. Ceci a permis dans les mêmes conditions opératoires de 
montrer que la membrane A était plus rétentive vis-à-vis des phages MS2 que la 
membrane B ou encore que les membranes D et C.  
 
Les membranes C et D sont utilisées sur site en mode de filtration frontal. Alors que 
les membranes A et B, bien qu’utilisées majoritairement en frontal (90%) peuvent 
aussi fonctionner en mode tangentiel lors de certaines applications spécifiques. Il 
serait alors intéressant d’effectuer des filtrations en mode frontal afin d’identifier quel 
impact ce paramètre de fonctionnement peut avoir sur l’abattement en virus sur les 
membranes C et D.   
 
Afin de vérifier précisément l’influence du sens de filtration (int/ext ou ext/int), des 
tests avec la même membrane mais avec des sens de filtration différents pourraient 
être aussi envisagés. 
 
Bien qu’il soit difficile à la lumière des résultats présentés d’établir une corrélation 
simple entre la rétention de traceurs synthétiques et celle des bactériophages MS2, 
on peut noter une cohérence entre les seuils de coupure déterminés par filtration de 
molécules de dextranes et les LRV obtenus après filtration des phages MS2. Mais, la 
détermination du seuil de coupure d’une membrane ne permet pas de prévoir la 
rétention des phages MS2. Des pores anormalement gros par rapport à la 
distribution principale de pores présents dans la structure de la membrane peuvent 
ne pas laisser passer les traceurs synthétiques ou dans une proportion telle que les 
perméats resteront négatifs du fait de la faible limite de détection des méthodes 
d’analyse employées. A l’inverse, lors de la filtration de phages MS2, ceux-ci seront 
détectés dans le perméat (calcul paragraphe 8.3, chapitre I). 
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4. Sensibilité du protocole à la présence d’une fibre perforée parmi 
15  
Afin de vérifier la sensibilité de notre protocole à la présence d’un défaut, un module 
contenant une fibre perforée parmi 15 a été testé (membrane A). Le diamètre du trou 
est de 25 m pour une surface membranaire de 95  4 cm², ce qui représente environ 
105 trous de 25 m pour 1 m² de surface membranaire. 
4.1. Perméabilité 
Les perméabilités de deux modules, l’un intègre et l’autre contenant un défaut de 25 
m ont été mesurées. Elles sont respectivement égales à 140  50 (L/h.m².bar, 20°C, 
n=12) et 180  30 (L/h.m².bar, 20°C, n=7). Etant donné les écarts types, la mesure de 
perméabilité n’est pas suffisamment sensible pour permettre la détection de 105 
défauts de 25 m pour 1 m² de surface membranaire. Cette même observation avait 
déjà été effectuée par Causserand et al. dans une étude réalisée sur des membranes 
planes. Ces auteurs avaient montré que la perméabilité n’était pas assez sensible pour 
détecter 690 défauts de 50 m sur 1 m² de surface [77]. 
4.2. Détermination du seuil de coupure 
Le seuil de coupure d’un module contenant un défaut de 25 m a été déterminé en 
utilisant les dextranes par le partenaire Aquasource. Le résultat obtenu est de 60-80 
kDa (rhyd égal à 8-10 nm), ce qui est équivalent au seuil de coupure déterminé sur une 
membrane intègre (tableau V.3).  
Ainsi, la présence d’une membrane sur 15 contenants 1 défaut de 25 m ne modifie 
pas le seuil de coupure mesuré sur le module (105 défauts de 25 m pour 1 m² de 
surface). 
Causserand et al. [77] avaient montré une diminution du seuil de coupure pour 690 
défauts supérieurs à 150 m pour une surface membranaire de 1 m². Pour 690 
défauts de 50 m et moins sur 1 m² de surface, la courbe de sélectivité reste 
inchangée, selon ces auteurs.  
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4.3. Test de filtration 
La suspension de phages MS2 filtrée a été préparée dans de l’eau du réseau 
contenant 5 g/L de NaCl. 
 
 Effet de l’adsorption 
Nos conditions conduisent à une adsorption maîtrisée (perte inférieur à 1 Log10) des 
phages MS2 sur le système de filtration même en présence d’un défaut de 25 m. 
L’infectivité des phages MS2 en suspension diminue de la même façon que sur un 
module intègre, après 105 minutes la concentration en phages infectieux dans la 
suspension est nulle.  
Le coefficient de vitesse d’inactivation ai correspondant à un module intègre et à un 
module présentant un défaut de 25 m est très proche. Il en est de même pour  les 
durées caractéristiques dfiltration respectivement égales à 14 et 12 minutes pour un 
module contenant des membranes intègres et le module « corrompu ».  
 
 Evolution des concentrations dans le perméat et dans le rétentat 
Les concentrations des rétentats et des perméats prélevés pendant une filtration de 2 
heures sur une membrane A intègre et sur une membrane A avec un défaut de 25 m 
dans de l’eau du réseau contenant 5 g/L de NaCl sont déterminées par UFP et RT-
PCR sans et avec extraction (figure V.13 A et B). 
Les concentrations en phages infectieux dans le rétentat diminuent de manière 
légèrement plus importante lorsqu’une filtration est effectuée sur une membrane A 
en présence d’un défaut de 25 m, alors que les concentrations en ARN viraux totaux 
sont plus stables pendant 2 heures. Cela peut s’expliquer par le fait que les phages 
qui traversent le défaut subissent une détérioration de la capside les désactivant (ils 
ne seraient pas détériorés car rien n’est détecté par RT-PCR sans extraction) avant 
qu’ils soient recyclés dans le rétentat. 
Comme attendu, les concentrations dans le perméat déterminées au cours du temps 
en présence d’un défaut de 25 m sont plus élevées par rapport à une filtration 
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effectuée sur une membrane A intègre et sont supérieures aux limites de 
quantification imposées par les différentes techniques d’analyse.  
A la fin de l’expérience nous avons mesuré la perméabilité de la membrane et celle-ci 
n’a pas évolué après la filtration des phages MS2 pendant 2 heures. 
 
 
  
Figure V.13. Détermination des concentrations dans le rétentat et le perméat des virus MS2 
infectieux en UFP/mL (UFP), des virus MS2 totaux (ARN viraux totaux) en éq. UFP/mL (RT-PCR 
avec extraction) pendant 2 heures après « dopage » dans l’eau du réseau contenant 5 g/L de 
NaCl : A) membrane A intègre, B) membrane A contenant un défaut de 25 m, n ≥2. 
 
 Détermination des LRV 
De la même façon que précédemment, en tenant compte de dfiltration, les LRV ont été 
déterminés pour la membrane A en présence d’un défaut de 25 m et comparés avec 
les LRV obtenus pour la membrane A intègre (obtenu dans le chapitre IV). Une 
moyenne a été effectuée sur au moins deux filtrations reproductibles réalisées sur des 
modules différents (figure V.14). 
Comme attendu, en présence d’un défaut de 25 m, l’abattement en phages 
infectieux est plus faible de 1,3 Log10 que sur membrane intègre (différence limitée à 
0,6 Log10  pour un abattement en ARN viraux totaux). Cette plus faible différence peut 
être expliquée par le fait que les concentrations en ARN viraux totaux dans le rétentat 
diminuent de manière plus importante sur une membrane intègre (figure V.13). Le 
LRV alors déterminé est plus faible au cours du temps.  
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Figure V.14. Abattements en phages MS2 infectieux et totaux (ARN viraux totaux) lorsqu’une 
filtration est effectuée sur une membrane A intègre et sur une membrane A en présence d’un 
défaut de 25 m dans de l’eau du réseau contenant 5 g/l de NaCl, n ≥2. 
 
 
Notre protocole est suffisamment sensible pour détecter un défaut de 25 m sur 95 
cm² de surface utile de membrane.  
Ainsi, lorsque l’abattement est déterminé par la méthode UFP, si 1,3 Log10 de 
différence est observée entre une membrane intègre et une membrane contenant 
105 trous/m² de 25m, et en tenant compte de l’incertitude sur le LRV déterminé par 
UFP égale à 0,28, alors le plus petit nombre de trou par m² qu’il sera possible de 
mesurer selon notre protocole est évalué à 23 trous par m² de surface membranaire.  
En considérant que pour un défaut de 25µm dans la gamme de 1 à 1000 défauts par 
m2, l’évolution du LRV théorique en fonction du nombre de défauts par unité de 
surface filtrante peut être assimilée à une droite (Thèse de doctorat de N. Lebleu [1]). 
 
 Observation du défaut 
Après filtration nous avons prélevé la fibre creuse contenant le défaut et une analyse 
au microscope électronique à balayage a été effectué par Laurence Soussan 
(doctorante du projet POME au LISBP à l’INSA) (figure V.15). 
5.6
5
5.7
4.4
0
1
2
3
4
5
6
7
8
L
R
V
Virus MS2 totaux
Virus MS2 infectieux
Membrane A intègre Membrane A compromise
  V - Evaluation du protocole   
211 
 
 
Figure V.15. Image MEB du défaut de 25 m (JEOL 5410 LV Instrumentation), la 
membrane A a été séchée en étuve sous vide et métallisée au carbone. 
 
Nous pouvons noter que le défaut bien que non circulaire, a bien la dimension 
annoncée égal à 25 m, il s’agit bien d’un défaut traversant. Enfin, après filtration des 
phages MS2, le défaut n’est pas colmaté. 
4.4. Modèle de transfert à travers un orifice 
En accord avec les travaux réalisés par Lebleu et al. [98] sur l’écoulement à travers un 
défaut, nous avons souhaité comparer l’abattement expérimental à un abattement 
calculé selon une analyse théorique des phénomènes de transfert. 
L’expression du flux de solvant dans le défaut dépend du rapport Ld/Dd (Ld et Dd 
étant respectivement la longueur et le diamètre du défaut) et de la valeur du nombre 
de Reynolds dans l’orifice: 
 
 
 
 
Eq V.1.  
Avec : 
Jd : flux de solvant à travers un défaut (m.s
-1), 
Dd : diamètre du défaut (m), 
: masse volumique du solvant (kg.m-3), 
 : viscosité dynamique du solvant (Pa.s). 
 
Pour des nombres de Reynolds très inférieurs à une valeur de transition (Ret) reliée 
aux paramètres géométriques du défaut, le régime d’écoulement est considéré 
comme laminaire alors que pour les nombres de Reynolds très supérieurs à cette 
valeur, le régime turbulent est atteint.  
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Dans ces conditions, van Rijn (2004) a décrit les lois d’écoulement dans une 
restriction cylindrique en fonction du régime d’écoulement et des caractéristiques 
géométriques de la restriction.  
Ainsi, dans nos conditions géométriques (défaut de 25 m et épaisseur de la 
membrane de 365 m), Ld/Dd est égal à 14,6. Selon van Rijn, nous sommes dans les 
conditions ou Ld/Dd est compris entre 2 et 50. Deux équations différentes décrivent Jd, 
le flux du perméat à travers le défaut en fonction du régime d’écoulement. Comme 
indiqué ci-dessus, celui-ci est défini par comparaison de Re au Ret égal dans notre cas 
à 30*(Ld/Dd) soit 438: 
Pour Re <<Ret (flux laminaire) : 
                                   
 
 
 
Eq V.2.  
 
Pour Re >>Ret (flux turbulent) : 
                                 
 
                                                        
 
 
Eq V.3.  
 est une constante cinétique empirique et sa valeur dépend de Ld/Dd. Dans nos 
conditions 1<<1,5. 
Les calculs de Jd (équations V.2 et V.3) puis de Re (éq. V.1) montrent que nous 
sommes dans les conditions d’un régime laminaire pour lesquelles Re <<Ret. 
Le flux du perméat Jd est alors calculé avec l’équation Eq.V.2 et est égal à 2,57 m/s. 
Nous pouvons alors calculer un LRV théorique en fonction des caractéristiques 
géométriques du défaut généré et des conditions opératoires appliquées tel que : 
 
                                                                                                                
Eq V.4.  
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Kc est le facteur convectif d’obstruction calculé en utilisant les corrélations de Deen 
détaillé en annexe 7 égal à 1,0024 [98]. 
LP,mb : 7,4 10
-13 m, 
P : 5.104 Pa, 
Stot : 95. 10
-4 m². 
 
 
Le LRV (théorique) ainsi calculé est égal à 2,4. Alors que les LRV expérimentaux en 
phages infectieux et en ARN viraux totaux étaient égaux respectivement à 4,4 et 5,0. 
Le calcul théorique surestime le transfert de phages à travers la membrane. Nous 
pouvons penser qu’expérimentalement le flux du solvant est ralenti par des 
phénomènes additionnels que nous n’avons pas pu identifier.  
 
 Conclusion 
Le protocole mis en place est suffisamment sensible pour détecter la présence d’un 
défaut de 25 m sur 95 cm² de surface utile de membrane. Des tests sont à envisager 
avec des défauts d’une part de diamètres plus gros (50, 100 et 200 m) et de 
fréquence variable pour vérifier pour quelle taille un défaut entraîne un abattement 
nul, d’autre part de diamètres plus petits afin d’identifier la limite de sensibilité du 
protocole. 
L’approche théorique permettant de calculer l’abattement sous-estime les valeurs 
expérimentales.  
 
5. Essais sur pilotes industriels 
L’évaluation du protocole à l’échelle supérieure à celle des micro-modules du 
laboratoire a pu être envisagée grâce à la mise à disposition par Aquasource et 
Polymem partenaires industriels du projet, de pilotes semi-industriels. 
Ce paragraphe décrit les expériences menées sur le pilote d’Aquasource et les 
conclusions que l’on peut tirer. Le module utilisé contenant des membranes de type 
A est testé en mode tangentiel. De la même façon que pour les expériences réalisées 
à l’échelle du laboratoire, la prise en compte de l’adsorption, le choix de la durée du 
test de filtration et l’analyse de l’évolution des concentrations dans le rétentat et dans 
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le perméat en cours de filtration permettront la détermination des abattements en 
phages infectieux, détériorés et en ARN viraux totaux.  
Les essais réalisés sur le pilote Polymem ne nous ont pas permis d’obtenir à temps 
toutes les données nécessaires à leurs exploitations. Néanmoins, le protocole et les 
résultats préliminaires sont donnés dans l’annexe 8.  
5.1. Description du pilote et des conditions opératoires 
Le principe du pilote est identique à celui utilisé à l’échelle du laboratoire (figure II.4), 
et est illustré sur la figure V.16. Le mode de filtration utilisé est le mode tangentiel et 
le sens de circulation se fait de l’intérieur vers l’extérieur des fibres.  
Un même module a été testé successivement deux fois de manière à vérifier la 
reproductibilité des résultats. Les expériences seront notées dans la suite de cette 
étude « expérience 1 » et « expérience 2 » respectivement. 
 
 
Figure V.16.  Photo du banc de filtration tangentielle utilisé au sein de l’entreprise 
Aquasource. 
 
A 
B C 
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Les points de prélèvement des échantillons sont déplacés le plus près possible des 
sorties rétentat et perméat du module (points A et B sur la figure V.16). La suspension 
de phages MS2 contenue dans le bac d’alimentation (C) est recirculée au cours de 
l’expérience pendant 2 heures. 
 
Le tableau V.4 compare les caractéristiques du module membranaire, de l’appareil de 
filtration, de la suspension ainsi que les conditions opératoires utilisées durant les 
expériences de filtration effectuées à l’échelle du laboratoire et à l’échelle pilote. 
 
 Essai laboratoire Essai pilote 
Membrane 
Surface membranaire (m²) 
Mode de fonctionnement 
Sens de filtration 
Matériau 
Perméabilité (L/h.m²bar, 20°C) 
0,0095  
Tangentiel 
Int/Ext 
Acétate de cellulose 
160 ±15 (n=2) 
7,2 
Tangentiel 
Int/Ext 
Acétate de cellulose 
240 ±2 (n=2) 
Appareil de filtration 
Matériau 
 
Surface de contact  
Rapport Aire membrane/ 
aire tubulure 
pompe 
Réservoir 5L en Pyrex + tubulure 
en polyamide 
0,30 m²  
0,03 
 
Volumétrique 
 (PCM P2MGI, Moineau, Vanves, 
France) 
Polyéthylène 
 (tubulure + réservoir) 
2,5 m² 
2,88 
 
centrifuge  
(EtachromBC32-200/114) 
Suspension 
Solvant 
Concentration (UFP/mL) 
Température (°C) 
Conductivité (S/cm) 
pH 
Volume  
Rapports volume/surface de 
contact (L/m²) 
Eau du réseau filtrée 0.22m 
10
8
  
20 2 
300 5 
7,2  0.3 
2L à 10
8
 UFP 
6,67 
Eau du réseau 
10
8
 
29 3 
307 10 
7,5   0.1 
60L à 10
8
 UFP 
24,0 
Filtration 
Pression (bar) 
Vitesse linéaire (m/s) 
Durée (heures) 
0,5  0,05 
0,34 
2 
0,5 0,05 
0,15 
2 
Tableau V.4. Comparaison des conditions de test à l’échelle laboratoire et pilote (n représente 
le nombre d’expérience effectuée). 
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Nous pouvons noter l’importance du facteur d’échelle sur de nombreux paramètres 
qu’il s’agisse de la surface membranaire ou encore de la surface de contact entre la 
suspension et le pilote de filtration (tubulure en polyéthylène) dans les 
compartiments rétentat et perméat. En particulier, nous remarquons que le rapport 
surface membranaire/volume de suspension ajoutée dans le système est 25 fois plus 
important à l’échelle pilote qu’à l’échelle du laboratoire (respectivement égal à 0,120 
m²/L et 0,005 m²/L). La température est plus élevée pour les expériences effectuées à 
l’échelle pilote car ces expériences ont été réalisées pendant la saison estivale et le 
pilote n’est pas équipé d’un régulateur de température. Les autres différences 
notables sont une vitesse linéaire plus faible sur le pilote et l’utilisation d’une pompe 
de technologie différente (centrifuge à comparer à volumétrique). Par ailleurs, les 
conditions opératoires telles que la conductivité et le pH de la suspension sont 
identiques, de même que la pression de travail.  
 
Les perméabilités ont été mesurées sur le pilote avant et après chaque test de 
filtration de phages MS2 (expériences 1 et 2) et sont égales à 240 ±2 L/h.m²bar 
(valeurs communiquées par Aquasource). Ainsi, la filtration de bactériophages sur 
une durée de 2 heures n’entraîne pas de colmatage du module pouvant être mis en 
évidence par les mesures de perméabilité. 
Soulignons ici que les perméabilités mesurées sur micro-module de laboratoire et sur 
module industriel sont différentes bien que ceux-ci mettent en œuvre le même type 
de membrane. Cette différence également notée par le fabricant s’explique par un 
séchage partiellement irréversible des membranes utilisées au laboratoire lors de leur 
stockage. En d’autres termes, malgré les étapes successives de rinçage, compactage, 
mesure du flux à l’eau, etc. subies par la membrane lors de son utilisation, une 
fraction des petits pores ne sont pas remouillés et ne participent donc pas à la 
filtration, abaissant ainsi la perméabilité à l’eau mesurée. En revanche, la rétention des 
virus étant liée aux pores les plus grands, nous travaillerons dans l’hypothèse que ce 
phénomène n’impacte pas nos résultats.     
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5.1.1. Evolution des concentrations dans le rétentat et dans le perméat 
 
Dans cette série d’expériences pilotes, nous avons voulu vérifier si le dopage (ajout 
d’une quantité de suspension stock de phages MS2 après 15 minutes) ne pouvait pas 
être remplacé par une augmentation de la concentration en phages dès le départ 
dans le bac d’alimentation. 
Ainsi, pour l’expérience 2, dès le début de la préparation de la suspension dans le bac 
d’alimentation, 120 mL de suspension stock de phages à 1011 UFP/mL sont ajoutés, ce 
qui correspond à une concentration initiale de 2.108 UFP/mL. 
Pour l’expérience 1, tout comme dans le protocole mis en œuvre dans les essais à 
l’échelle du laboratoire, la suspension à 108 UFP/mL est mise en circulation puis un 
dopage est effectué après 15 minutes de circulation de la suspension dans le système 
de filtration en ajoutant 60 mL d’une suspension stock de phages (1011 UFP/mL) dans 
le bac d’alimentation.  
 
Nous proposons d’utiliser ici la capacité d’adsorption du circuit de filtration déduite 
des essais en laboratoire afin de quantifier l’évolution de la concentration en ARN 
viraux totaux que l’on pourrait attendre dans le pilote. La quantité d’ARN viraux 
adsorbés (dégradation du génome négligée) sur l’unité de filtration utilisée au 
laboratoire (membrane A, eau du réseau et avec dopage) est égale à 5.107 par m² 
environ. Connaissant la surface de contact de l’appareil de filtration pilote (2,5 m²), 
l’adsorption dans ce cas devrait concerner 1,25 108 UFP/mL.  
Ainsi, dans les expériences 1 et 2, il devrait rester dans l’alimentation une suspension 
de concentration 7,5 107 UFP/mL environ. Ceci reste une concentration suffisamment 
élevée pour effectuer un test de rétention avec une sensibilité satisfaisante. 
De la même façon que pour les expériences réalisées à l’échelle du laboratoire nous 
avons tracé Log10 (Cx/C0) en fonction du temps en tenant compte de la concentration 
en ARN viraux totaux (figure V.17). 
 
  V - Evaluation du protocole   
 
218 
 
 
Figure V.17. Evolution des concentrations dans le rétentat en ARN viraux totaux en 
équivalent UFP/mL (RT-PCR avec extraction, PCR) pendant 2 heures avec « dopage » à 15 
minutes pour l’expérience 1, pour l’expérience 2 le dopage est effectué dés le début de la 
préparation de la suspension en ajoutant deux fois plus de suspension stock de phages MS2. Un 
prélèvement de la suspension est effectué à la sortie du rétentat. Cx/C0 est le rapport de la 
quantité d’ARN viraux totaux au temps x sur la quantité d’ARN viraux totaux au temps 0 (le 
titre initial étant de 1.10
8
 UFP/mL), n =2. 
 
 
Malgré le dopage, dès les premières minutes de filtration la diminution en ARN viraux 
totaux dans la boucle du système de filtration est importante (perte supérieure à 1 
Log10).   
Les concentrations en phages MS2 mesurées aux sorties du rétentat et du perméat au 
cours des deux expériences sont reportées sur la figure V.18. 
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Figure V.18. Détermination des concentrations dans le rétentat et le perméat en virus MS2 
infectieux en UFP/mL (UFP), en virus MS2 totaux (ARN viraux totaux) en éq. UFP/mL (RT-PCR 
avec extraction) et en virus MS2 détériorés en éq. UFP/mL (RT-PCR sans extraction) pendant 2 
heures dans l’eau du réseau lorsque deux filtrations sont réalisées sur un même module 
appelées « expérience 1 » et « expérience 2 ». 
 
Lorsque le dopage est effectué dès le début de la préparation de la suspension 
(expérience 2), après 5 minutes de mise en circulation seulement 21% des phages 
MS2 introduits sont infectieux, alors que 79% le sont pour l’expérience 1 après 
dopage (t=15 minutes). La perte d’infectivité semble donc croître avec la quantité de 
phages introduite dans la cuve d’alimentation. L’ajout dès le début de la préparation 
de la suspension d’une plus grande quantité de phages ne sera donc pas à retenir 
comme alternative possible au dopage en cours de test. L’hypothèse retenue pour 
expliquer cette observation est l’adsorption plus importante sur la membrane lors des 
expériences pilote. En effet le rapport surface membranaire/volume de suspension est 
25 fois plus important sur ces expériences que sur celles effectuées à l’échelle du 
laboratoire. Nous pouvons aussi attribuer une part de cette diminution à l’impact du 
cisaillement de la pompe centrifuge utilisée lors des expériences pilote. Cependant, 
cette dernière semble minoritaire étant donné que les concentrations mesurées dans 
le rétentat se stabilisent autour de 4. 106 UFP/mL au-delà de 15 minutes ce qui est en 
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faveur d’un processus physico-chimique tel que l’adsorption. Si la pompe dénaturait 
le phage, alors cet effet serait visible tout au long de l’expérience. 
Ainsi, si l’on ne tient pas compte des premières minutes de circulation, les 
concentrations dans le rétentat en phages infectieux, détériorés et en ARN viraux 
totaux pour les expériences 1 et 2 se stabilisent à environ 4. 106 UFP/mL (ou 
éq.UFP/mL) (figure V.18). Une perte en phages de 1,95 108 UFP/mL est alors 
observée, soit environ 56% de plus par rapport aux expériences réalisées à l’échelle 
du laboratoire. Un ajout de 3 fois plus de suspension stock de phages à 1011 UFP/mL 
devrait être suffisant pour maintenir la concentration en phages au niveau envisagé 
initialement (108 UFP/mL environ) avec une diminution inférieure à 1 Log10 après 
dopage. 
 
Quoi qu’il en soit, entre 15 et 120 minutes pour les expériences 1 et 2, la stabilisation 
des concentrations est obtenue et autorise la détermination d’un abattement.  
 
Pour l’expérience 1, après 1 heure de filtration une plus grande quantité de phages 
passent à travers la membrane, bien que la perméabilité mesurée avant et après 
filtration soit identique (240 ±2 L/h.m²bar).  
L’intégrité du module a alors été vérifiée par Aquasource par des tests de 
perméabilité à l’air. Les tests sont effectués sous une pression appliquée de 2 bars, et 
la mesure de la chute de pression dans le compartiment perméat est effectuée 
pendant une durée de 300 secondes. En début et fin d’expérience 1, la perméabilité à 
l’air est égale respectivement à 54.4 10-14 m/Pa.s et 286.5 10-14 m/Pa.s. Or, 
Aquasource qualifie un module d’intègre sur un intervalle de perméabilité à l’air allant 
de 0 à 100 10-14 m/Pa.s. Il en est conclu que le module a perdu son intégrité en cours 
d’utilisation. La fibre défectueuse (cassée ou contenant un défaut) après localisation 
est alors condamnée. Le module ainsi réparé est utilisé pour l’expérience 2. Dans ce 
cas, en début et fin de filtration, la perméabilité à l’air est égale respectivement à 68.5 
10-14 et 69.6 10-14 m/Pa.s.  
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Pour l’expérience 1, du fait qu’après 45 minutes une variation brusque de 
concentration en virus est détectée, deux abattements en phages MS2 seront 
déterminés, entre 15 et 45 minutes (module intègre) et entre 45 et 120 minutes 
(module corrompu). Pour l’expérience 2 l’abattement sera déterminé en considérant 
toute la durée de filtration après 15 minutes, temps nécessaire pour que les 
concentrations dans le perméat et le rétentat se stabilisent.  A l’exception des 
résultats sur module corrompu, tous les perméats analysés présentent des 
concentrations inférieures aux limites de quantification imposées par les méthodes 
d’analyse.  
5.1.2. Détermination des LRV 
En tenant compte des limites de quantification imposées par les diverses méthodes 
d’analyse, les LRV ont été déterminés pour les expériences 1 et 2 (figure V.19). Pour 
l’expérience 1, l’abattement calculé après la perte d’intégrité du module est appelé 
« expérience 1 compromis ».   
Etant donné les concentrations plus basses dans le rétentat pour les expériences 
effectuées à l’échelle pilote, les abattements maximum que nous serons en mesure 
de quantifier sont nécessairement plus faibles qu’à l’échelle laboratoire. Ils seront 
égaux à 4,7 et 5,2 respectivement en ARN viraux totaux et en phages infectieux (en 
tenant compte des limites de quantification des méthodes et de la concentration 
dans le rétentat atteinte après stabilisation soit environ 4.106 UFP/mL (ou 
éq.UFP/mL)).   
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Figure V.19. Abattements en phages MS2 infectieux, détériorés et totaux (ARN viraux totaux) 
déterminés lorsqu’une filtration est effectuée sur un module intègre (expérience 1) (entre 15 et 
45 minutes) puis sur le même module mais compromis (entre 45-120 minutes) appelée 
expérience 1 (module compromis) et sur le même module mais réparé correspondant à 
l’expérience 2. Les abattements déterminés à l’échelle du laboratoire dans l’eau de réseau sont 
reportées. 
 
Les abattements déterminés pour les expériences 1 et 2 (module intègre), exception 
faite des données en phages détériorés, mettent en évidence une reproductibilité très 
satisfaisante des résultats obtenus grâce à la mise en œuvre du protocole développé, 
moyennant l’adaptation de certaines conditions aux contraintes du pilote semi-
industriel. Par ailleurs, les abattements en phages infectieux et en ARN viraux totaux 
déterminés sur le module compromis révèlent une différence de 1 Log10 environ par 
rapport aux expériences 1 et 2 (module intègre). Nous pouvons donc bien distinguer 
un module intègre d’un module « corrompu », même à partir de la concentration en 
alimentation plus plus faible que précédemment. 
5.1.3. Conclusion 
Nos résultats montrent que la transposition du protocole à une échelle d’étude plus 
importante est possible et pertinente. Une perte plus importante en virus infectieux et 
en ARN viraux totaux qu’au laboratoire est à signaler. Le rapport surface 
membranaire/volume de suspension plus important est certainement à prendre en 
considération, une adsorption non détectée dans les tests de laboratoire est peut être 
significative, étant donné le rapport surface/volume de suspension plus élevé. Des 
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expériences supplémentaires d’adsorption sont à envisager à l’échelle du laboratoire. 
Cependant, même si la concentration de la suspension dans le système n’est 
stabilisée qu’autour de 4. 106 UFP/mL, la durée du palier permet d’envisager l’étude 
d’autres paramètres du système, tels que les pressions, le sens de filtration par 
exemple. 
 
Ainsi si l’on vise à démontrer, comme à l’échelle laboratoire, un abattement 
avoisinant 6, les conditions de test devront être adaptées afin de maintenir une 
concentration dans le rétentat plus importante (environ 108 UFP/mL). 
 
Dès lors que les concentrations sont stabilisées dans les compartiments rétentat et 
perméat, les résultats obtenus lors de 2 essais successifs sur le même module intègre  
conduisent à une reproductibilité très satisfaisante des abattements en virus 
infectieux et en ARN viraux totaux. 
Par ailleurs, le protocole a permis, par la détection d’une fuite en virus, de mettre en 
évidence en dynamique une perte d’intégrité du système alors que la perméabilité à 
l’eau est inchangée.  
 
Des essais de filtration ont été réalisés en mode frontal chez Polymem sur deux 
modules contenant des membranes E issues de la chaîne de fabrication (annexe 8). 
Du fait que le mode de filtration est différent des expériences réalisées à l’échelle du 
laboratoire, de nombreuses adaptations du protocole ont été nécessaires. La 
concentration dans le module de filtration a dû être calculée au cours du temps, car 
celle-ci n’a pas pu être mesurée directement dans le carter du module pendant les 
expériences. Des essais supplémentaires sont nécessaires, notamment en intégrant 
dans le pilote un point de prélèvement dans le carter de filtration. 
 
6. Conclusion  
Nous avons étudié le comportement de deux bactériophages Q et MS2 en filtration 
dans les mêmes conditions opératoires sur la membrane A. Les phages MS2 et Q 
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infectieux se comportent de la même façon lorsqu’ils sont dilués et filtrés dans l’eau 
du réseau dans nos conditions opératoires. Lorsque les concentrations sont analysées 
par RT-PCR avec et sans extraction, MS2 est le traceur le plus mobile (pire scénario). A 
force ionique plus élevée (typiquement 182 mM), les abattements en ARN viraux 
totaux sont plus faibles pour les phages Qune plus grande quantité de phages 
désactivés transfèrent. Ce dernier représente alors le « pire » cas, mais ceci ne permet 
pas de déterminer la rétention de la membrane en phages infectieux. 
Dans ces conditions, l’eau du réseau étant plus largement disponible et proche des 
conditions réelles de travail, notre choix pour la suite des expériences de filtration sur 
différents matériaux membranaires s’est porté pour les phages MS2. 
 
Le protocole mis en place nous a permis de comparer différentes membranes 
d’ultrafiltration en termes d’abattement en virus. La connaissance du seuil de coupure 
d’une membrane n’est pas adaptée pour évaluer son efficacité en termes de rétention 
en virus, une méthode bien plus sensible comme une filtration de phages semble être 
un passage obligé ou comme l’étude de transfert de mimes tels que ceux qu’a 
développé Laurence Soussan au cours de sa thèse (financée dans le cadre de ce 
projet par le programme PRECODD).  
 
La présence de 105 trous de 25 m pour 1 m² de surface membranaire correspond à 
une baisse de 1 point de l’abattement en phages infectieux. 
 
La mise en œuvre du protocole développé à l’échelle laboratoire a été transposée 
dans ce paragraphe à l’échelle pilote, ce qui a permis d’en évaluer la faisabilité et la 
pertinence à plus grande échelle.  
Le transfert du protocole à grande échelle lorsqu’un test de filtration est effectué 
dans les mêmes conditions (mode tangentiel et sens int/ext) a montré des résultats 
pertinents et reproductibles en abattements en phages infectieux et en ARN viraux 
totaux. Cependant, une diminution plus importante en phages infectieux et en ARN 
viraux totaux est observée et attribuée à une adsorption sur les membranes. Une 
étude plus approfondie sur l’adsorption sur la membrane serait nécessaire. Une 
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concentration plus élevée dans le perméat autour de 108 UFP/mL pourrait être 
atteinte entraînant alors un abattement maximum plus important (typiquement 
autour de 6-6,5). 
Nous avons pu mettre en évidence un défaut sur une fibre dans un module de 7 m²,  
défaut détecté par le test de perméabilité à l’air effectué chez Aquasource. Une étude 
comparative plus approfondie sur les limites de sensibilité entre ces deux techniques 
est à envisager. 
 
Les expériences de filtration effectuées en mode frontal nous ont permis de calculer 
des abattements transitoires du système et non de la membrane, des expériences 
complémentaires sont nécessaires notamment en créant un point de prélèvement 
dans le carter afin de connaître précisément la concentration dans le module de 
filtration lors d’une expérience de filtration. 
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La mise au point d’un protocole de caractérisation, permettant de qualifier les 
procédés membranaires vis-à-vis de leur capacité à retenir les virus est nécessaire, 
pour envisager de substituer ces procédés aux technologies traditionnelles moins 
efficaces et aux incidences bien plus lourdes pour l’environnement et, pour traiter les 
problèmes d’alimentation en eau potable et de traitement en eaux usées à la fois 
dans les pays riches et dans les pays en développement. Même s’il est reconnu que 
les procédés membranaires représentent une barrière physique sélective efficace 
pour retenir les micro-organismes, l’historique des membranes (vieillissement, et 
colmatage), la présence de défauts dans la structure membranaires, les conditions 
opératoires de filtrations ou la qualité des eaux peuvent influencer leur capacité de 
rétention. Dans ce contexte, la mise au point de protocoles de caractérisation 
permettant de qualifier des membranes et des modules est indispensable pour 
faciliter l’introduction de cette technologie et pour la rendre plus efficace, par une 
meilleure conduite des procédés et par la mise au point de matériaux membranaires 
plus performants. 
 
Dans un premier temps, l’analyse de la bibliographie nous a permis de révéler la 
difficulté d’évaluer objectivement la rétention de virus, et met en lumière les 
difficultés que les chercheurs ont rencontrées depuis 15 ans environ lorsqu’ils ont 
essayé de mesurer, comprendre et décrire le transfert de virus à travers des 
membranes d’ultra ou de microfiltration. Cette analyse bibliographique a montré en 
particulier des manques dans la connaissance des effets physico-chimiques (pH, force 
ionique, concentration, etc.) et dans les difficultés liées à la mesure (microscopie, 
mesure de taille, etc.) sur le comportement des virus en suspension. Elle montre aussi 
qu’avant l’introduction de la RT-PCR, la méthode du dénombrement de plages de 
lyse ne permettait pas de distinguer les différentes causes qui peuvent conduire à la 
baisse de l’activité virale d’une suspension. A ce titre, quelques articles anciens 
contiennent des conclusions parfois approximatives quant au rôle attribué à 
l’adsorption ou à l’agrégation des virus en cours de filtration. 
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Le problème que nous avons voulu aborder dans ce travail est donc celui de la mise 
au point d’un protocole raisonné de détermination de l’abattement du nombre de 
virus par une membrane de filtration, dans des conditions proches de celles que l’on 
rencontre dans le domaine du traitement de l’eau. Pour cela, nous avons recherché, 
parmi les conditions opératoires, celles qui conduisent au transfert le plus important, 
de manière à révéler d’éventuelles faiblesses dans les matériaux testés. Dans cette 
voie, l’étude présentée dans ce document propose un protocole permettant de 
valider la sélectivité des membranes d’ultrafiltration vis-à-vis des virus, en tenant 
compte principalement des 3 phénomènes pouvant affecter leur élimination 
apparente, l’agrégation, l’adsorption et l’inactivation virale.  
 
Afin de parvenir à un protocole précis, spécifique et reproductible ce travail a 
nécessité une approche pluridisciplinaire permettant la prise en compte de 
contraintes liées à l’utilisation de particules biologiques associées aux exigences des 
procédés et de leurs utilisateurs (rapidité, simplicité des tests et moindre coût). De 
plus, les imprécisions dans la connaissance du comportement de virus en suspension 
et dans la membrane ont constitué la principale source de questions abordées au 
cours de cette thèse. La diversité des aspects à explorer, l’absence de méthode 
expérimentale vraiment clairement établie, la sensibilité extrême à laquelle il est 
nécessaire de travailler pour caractériser utilement les membranes et les modules, 
combinée à une incertitude relative élevée expliquent la place que le travail 
expérimental a occupé au cours de cette thèse, afin d’essayer d’établir des bases 
fiables sur des systèmes bien définis, tout en étant proches de ceux utilisés 
industriellement.  
 
Au cours de cette étude, nous avons retenu les phages déjà largement utilisés dans 
les secteurs du traitement de l’eau MS2 et Q. Nous avons aussi utilisé des 
membranes d’ultrafiltration, fournies par des partenaires industriels du projet, que 
nous avons étudié au laboratoire et à l’échelle pilote pour certaines.  
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Alors qu’en France et en Europe aucun test de validation des procédés membranaires 
n’a été établi pour la rétention de virus, la seule norme actuelle qui fait référence est 
celle de l’EPA (Environmental Protection Agency) américaine. Cette réglementation 
recommande que des membranes utilisées en potabilisation de l’eau permettent un 
abattement de 4 Log10. Anticipant un durcissement de la réglementation, nous nous 
sommes fixés comme objectif de pouvoir valider des abattements de 6 Log10, le seuil 
de quantification de 30 phages/mL nous a amenés à travailler avec des 
concentrations en alimentation de 108 phages/mL environ. 
 
Au cours de ce travail, l’utilisation en parallèle des techniques de détection par 
culture bactérienne (méthode UFP) et par RT-PCR avec et sans extraction s’est avérée 
nécessaire pour la prise en compte des mécanismes d’adsorption, d’agrégation et 
d’inactivation dans l’évaluation de l’efficacité d’une membrane. La méthode UFP, dite 
technique de référence, est la seule permettant de témoigner du caractère infectieux 
du virus isolé, mais les phénomènes d’agrégation et d’adsorption des particules 
virales ne sont pas quantifiables, pouvant amener dans certains cas, à une 
surestimation de la capacité d’élimination des virus de la membrane étudiée. Par 
ailleurs, cet abattement en particules infectieuses masque le risque potentiel de 
reviviscence dans le perméat du fait de la présence de virus désactivés au moment du 
prélèvement qui retrouveraient leur infectivité dans le temps. La PCR quantitative en 
temps réel avec extraction est une technique basée sur la détection directe du 
génome viral permettant la quantification de tous les virus quelle que soit leur 
infectivité et/ou de leurs génomes libres. Cette technique n’est pas affectée par les 
phénomènes d’agrégation. La technique de RT-PCR sans extraction pensée par 
l’équipe du LMI permettrait de quantifier les virus à capside détériorée présents en 
suspension (ARN libre). Ce serait une variante très utile de la RT-PCR dans les études 
du type de celle que nous avons menée, pour distinguer les différents mécanismes 
conduisant à une baisse de concentration en virus dans une suspension.  
Par conséquent, la combinaison des méthodes UFP et RT-PCR avec et sans extraction 
semble un outil d’analyse intéressant autorisant au sein d’un prélèvement 
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l’identification des différentes formes sous lesquelles les particules virales se 
trouvent : infectieuse, désactivée et dégradée. La détection des phages MS2 et Q a 
été ainsi menée lors des différentes expériences présentées dans ce document en 
utilisant les 3 méthodes d’analyse.  
Une étude sur la détermination des seuils de détection et de quantification de ces 
techniques nous a permis de montrer que ces derniers étaient égaux respectivement 
à 1 et 30 UFP/mL pour la méthode UFP quelque soit les bactériophages. Pour les 
méthodes de RT-PCR avec et sans extraction, ces seuils sont égaux pour MS2 
respectivement à 101 éq. UFP/mL et 102 éq. UFP/mL alors que pour Qdes limites de 
quantification mais aussi de détection beaucoup plus basses sont observées à 1 éq. 
UFP/mL. 
En conséquence, l’incertitude sur la mesure du LRV vaut 0,28 et 0,3 lorsque les 
concentrations sont analysées respectivement par UFP et RT-PCR. Lorsqu’on exploite 
les résultats expérimentaux, on peut donc déterminer un LRV minimum, qui dépend 
de la concentration en phages dans l’alimentation et dans le perméat. En l’absence de 
virus détecté dans ce dernier, c’est le seuil de quantification qui nous a servi de valeur 
plancher. 
 
Notre étude expérimentale a commencé par une recherche sur les conditions de 
préparation d’une suspension de phages isolés. La méthode proposée par l’Institut 
Pasteur permet l’obtention d’une suspension contenant des phages MS2 et Q isolés 
de 30 nm de diamètre environ, en quantité relativement importante (75 mL), pour un 
coût moindre (2 euros/mL).  
Nous  avons montré l’importance de l’influence de la force ionique sur l’infectivité des 
phages MS2 et Q en suspension. Ainsi, dans une solution à force ionique élevée 
(supérieur à 5 g/L et à 8 g/L de NaCl correspondant à des forces ioniques de 86 et 
138 mM respectivement pour MS2 et Q, tous les phages présents en suspension 
sont infectieux. En dessous de ces valeurs, la présence de phages MS2/Q détériorés 
et désactivés est à envisager. Nous n’avons pas exploré le rôle du pH pour l’ensemble 
de cette étude car nous nous sommes placés directement dans la gamme de pH 
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correspondant aux eaux potables et où les phages se trouvent sous forme isolée 
d’après la littérature. 
En statique (récipient sous agitation), les suspensions préparées dans les différents 
solvants conservent leurs propriétés pendant 4 heures au moins, alors qu’une 
diminution importante de phages infectieux est observée lorsqu’une suspension 
phagique circule dans le système de filtration. Etant donné que nous souhaitons  
évaluer les capacités de rétention des membranes, le « pire cas » a été recherché, 
correspondant à une rétention des virus la plus faible possible. Dans ce contexte, 
l’effet de l’adsorption, de l’inactivation et de l’agrégation des bactériophages en cours 
d’essai ont été étudiés séparément.  
D’une manière pratique, pour s’affranchir des seuils de sensibilité, de l’adsorption, et 
pour permettre de mesurer de manière fiable des valeurs de LRV au moins égales à 6, 
nous concluons qu’il vaut mieux travailler dans les conditions où après 15 minutes de 
circulation de la suspension dans le système, un dopage est effectué. Ceci permet 
alors de saturer le système en termes d’adsorption et ainsi stabiliser la concentration 
en amont de la membrane au voisinage de 108 UFP/mL. L’adsorption est alors 
négligeable pendant la filtration quel que soit le solvant de dilution dans lequel la 
suspension est préparée et une diminution inférieure à 1 Log10 des concentrations en 
ARN viraux totaux stabilisées au voisinage de 108 UFP/mL après 2 heures est 
observée. Cependant, l’inactivation des phages est toujours présente et est d’autant 
plus rapide que la force ionique de la suspension est élevée. Ainsi, la durée dfiltration, 
qui correspond au temps pendant lequel la perte en phages infectieux est inférieure à 
90% a alors été définie, et nous montrons qu’elle diminue quand la force ionique 
augmente. Nous proposons que l’abattement soit calculé exclusivement sur cette 
période. Durant une filtration sur membrane, l’agrégation des phages présents dans 
la suspension ou lorsque ces derniers traversent un pore a été écartée.  
 
Dans cette voie, plusieurs filtration ont été réalisées sur une membrane A en acétate 
de cellulose et lorsque les suspensions de phages MS2 et QB sont préparées dans 
différents solvant. Des résultats similaires ont été trouvés pour ces deux phages. De 
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plus, l’utilisation de l’eau du réseau, éventuellement filtrée sur microfiltres (0,2 m) 
constitue un bon solvant de dilution des échantillons stocks (préparés dans du PBS) 
ce qui est un avantage pour se rapprocher des conditions de fonctionnement des 
membranes et pour simplifier les protocoles expérimentaux lors d’essais à grande 
échelle. 
Aussi, les LRV de 4 membranes de matériaux, de seuils de coupure et structure 
différents sont obtenus dans des conditions comparables. Une corrélation positive est 
obtenue entre LRV et seuil de coupure déterminé à partir de traceurs, mais un rapide 
calcul montre qu’il serait illusoire de chercher à prévoir des LRV supérieurs à 1 pour 
les molécules, à partir de données concernant le seuil de coupure. En effet, celui-ci 
correspond à la molécule retenue à 90%, par conséquent 10% sont retrouvés dans le 
perméat (soit Log10 (100/10)). 
Un module de 95 cm2 présentant un défaut de 15 m voit son LRV en phages 
infectieux passer de  5,7 à 4,4.  
 
Pour compléter la mise au point de nos protocoles, nous avons pu utiliser des pilotes, 
mis à notre disposition gracieusement par les partenaires du projet et nous en avons 
retiré plusieurs enseignements. 
Les résultats issus de deux séances d’essais se sont montrés très reproductibles. 
L’utilisation de ce système a montré qu’une concentration en virus de 4.106 
permettait d’évaluer l’impact de la rupture d’une fibre en cours d’essai, sur le LRV 
calculé. 
Nous montrons que la valeur minimale du LRV pour une membrane ne dépend pas 
de la méthode de dénombrement des virus retenus, lorsque ceux-ci sont préparés 
dans les conditions préconisées.  
 
Le protocole d’utilisation des virus que nous pouvons donc recommander à l’issue de 
ce travail est présenté à la fin du chapitre IV et repris en annexe 6.  
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Au cours de ce travail, nous avons plus appris sur le comportement des virus, que sur 
les mécanismes de leur transfert à travers les membranes. Des travaux 
complémentaires sont nécessaires pour compléter ces connaissances et rendre plus 
génériques nos conclusions.  
 
Les essais effectués sur un pilote fonctionnant en filtration frontale utilisé chez 
Polymem a montré la nécessité d’une adaptation du protocole opératoire, mais a 
également donné des résultats reproductibles pour ce qui concerne la présence de 
virus dans les perméats. Malheureusement, nous n’avons pas pu totalement exploiter 
les mesures réalisées car nous n’avons pas eu accès à la valeur de la concentration en 
virus dans le rétentat en cours d’essai. Une modification supplémentaire du protocole 
est donc recommandée, avec une éventuelle modification technique du pilote 
d’essais, pour permettre des prises d’échantillons directement dans le carter du 
module utilisé en filtration externe/interne. Une quantification de l’adsorption des 
virus permettrait de mieux définir les quantités de stock de phages à mettre en 
œuvre sur pilote. 
 
De plus, notre étude s’est limitée à une seule pression de circulation (0,5 bar) et au 
mode filtration tangentiel, plusieurs valeurs de pressions, de régime découlement, le 
passage au mode frontal sont des pistes à explorer. 
Ensuite, un seul diamètre de défaut (égal à 25 m) a été testé. Il serait intéressant de 
la compléter par l’étude des mécanismes de transfert à travers des défauts de 
diamètres plus petit et plus gros (5, 10, 50, 100 et 200 m par exemple). 
Enfin, l’utilisation de différentes pompes (centrifuge, engrenage) assurant la 
circulation de la suspension dans le système et présentant des cisaillements différents 
serait intéressante à envisager afin d’évaluer l’impact de la pompe sur la diminution 
en phages infectieux observée dans notre système de filtration à l’échelle du 
laboratoire. 
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1. Autres méthodes d’amplification des bactériophages MS2 
1.1. Méthode ATCC 
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1.2. Norme ISO 10705-1 
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2. Protocole pour l’amplification des bactéries (méthode ATCC) 
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3. Etapes significatives de la RT-PCR quantitative 
 
Extraction de l’ARN viral 
L’extraction de l’ARN des bactériophages MS2 et Q a été réalisée à l’aide d’un kit 
commercial QIAamp® Viral RNA Mini kit (Qiagen) selon le protocole décrit par le 
fabricant. L’extraction est réalisée sur 140 µL de suspension virale (standard ou 
échantillons collectés durant les expériences). L’ARN extrait est élué avec 60 µL de 
tampon d’élution et immédiatement stocké à -20°C. Ce système d’extraction permet 
d’isoler les ARN viraux en dénaturant la capside protéique des bactériophages. 
 
RT-PCR quantitative  
Les amorces utilisées pour la détection et la quantification de MS2 et Qβ 
sélectionnées et validées par l’équipe de recherche du LMI ont été précédemment 
écrites par Ogorzaly et Gantzer [99]. Les caractéristiques de ces amorces sont 
répertoriées dans le tableau A.1. 
 
Phage Gène 
cible 
Amorce Séquence 5’-3’ Longueur du 
fragment (pb) 
Référence 
MS2 MS2g2a MS2 O1 TCGATGGTCCATACCTTAGATGC 169 (Ogorzaly 
et Gantzer, 
2006) 
 MS2 O2 ACCCCGTTAGCGAAGTTGCT 
Qβ MX1p2
-3b 
Qβ O1 CCGCGTGGGGTAAATCC 116 (Ogorzaly 
et Gantzer, 
2006)  Qβ O2 TTCTTACGATTGCGAGAAGGCT 
Tableau A.1.  Amorces utilisées pour la détection des bactériophages MS2 et Q par RT-PCR 
quantitative. 
a
 Gène codant pour la protéine de la capside. 
b
 Gène codant pour la protéine mineure de la capside (MX1p2) et pour la protéine majeure de la 
capside (MX1p3). 
 
La Rétro-Transcription (RT) est une étape permettant de transcrire l’ARN viral extrait 
en ADN complémentaire (ADNc). L’ADNc peut ensuite être amplifié par Polymérase 
Chain Reaction (PCR), qui consiste en la réplication à la chaîne d’une séquence d’ADN 
par des enzymes, les ADN polymérases. Les ADN polymérases «ADN dépendantes 
thermostables» ont des propriétés de synthèse enzymatique et d’initiation «ADN 
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double brins spécifiques». L’hybridation et la deshybridation des brins 
complémentaires d’ADN est fonction de la température. En contrôlant la température 
il est ainsi possible de contrôler l’activité enzymatique des ADN polymérases. La PCR 
est basée sur un cycle de dénaturation -hybridation - élongation, chacune de ces 
étapes étant «pilotée» par une température différente [100]. 
 
La technique employée au sein du LMI consiste en une « One-step RT-PCR », c'est-à-
dire que la RT et la PCR sont effectuées en une seule étape. Elle a été effectuée en 
utilisant le kit SuperScript™ III Platinum® SYBR® Green One-Step qRT-PCR Kit 
(Invitrogen) avec un mélange réactionnel de 25 µL contenant 0,5 µL de Superscript™ 
III RT/Platinium® Taq Mix, 12,5 µL de 2X SYBR® Green Reaction Mix avec une 
concentration finale de MgSO4 de 3 mM et 0,2 mM de chaque dNTP, 0,5 µL de 
chaque amorce forward et reverse à 10µM (0,2 µM), 6 µL de Nuclease Free-water et 5 
µL d’ARN extraits (ou d’eau milli-Q stérile pour le témoin négatif).  
 
La RT-PCR est réalisée de la façon suivante :  
10 min à 50°C (RT), suivi de  
5 min à 95°C (activation de la Taq polymerase), et finalement  
45 cycles (figure A.1) comprenant : 
-  la dénaturation à 95°C pendant 10 secondes qui consiste à déshybrider l’ADN, 
c'est-à-dire séparer les brins de l’ADN en double hélice, casser et dénaturer les 
structures et enzymes secondaires, homogénéiser le milieu réactionnel par agitation 
thermique, et activer les ADN polymérases.  
- l’hybridation des amorces sens et anti-sens «s’accrochent» aux ADN matrices en 
raison d’une température thermodynamiquement favorable et l’élongation où l’ADN 
complémentaire est synthétisé par les polymérases à partir des dNTPs3 libres [bases 
(adénine, cytosine, guanine, thymine) triphosphatées et désoxydées] dans le milieu 
réactionnel à 61°C pour MS2 et 60°C pour Qβ pendant 30 sec.  
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Une fois l’amplification terminée, une courbe de fusion est générée par une 
dénaturation complète à 95°C pendant 1 min, puis un abaissement de la température 
aux alentours de la température d’hybridation : 55°C pendant 1 min, suivi de 81 
cycles de 10 secondes d’un gradient de dénaturation de 55 0,5°C. cycles-1. 
 
Figure A.1. Schéma du principe de PCR [101]. 
 
Afin de recueillir des données quantitatives avec précision, chaque échantillon doit 
être analysé dans sa phase exponentielle d’amplification qui est la phase la plus 
reproductible de la réaction de PCR. La PCR en temps réel fait donc le suivi de 
fluorescence émise pendant la réaction avec un indicateur de la production des 
amplicons durant chaque cycle, à l’opposé de la PCR quantitative conventionnelle ou 
les amplicons ne sont détectés qu’à la toute fin du processus. Ainsi, la technologie de 
la PCR en temps réel est basée sur la détection et la quantification d’un « reporter » 
fluorescent. L’augmentation du signal fluorescent est directement proportionnelle à 
la quantité d’amplicons générés durant la réaction de PCR. Il existe deux principes 
généraux pour la détection quantitative des amplicons : les agents se liant à l’ADN 
double brin (SYBR Green I) et les sondes fluorescentes. C’est la technique qui utilise 
des agents se liant à l’ADN double brin, détaillé sur la figure A.2, qui a été utilisée par 
l’équipe du LMI au cours de cette étude. Ces agents doivent répondre à deux 
exigences pour être utilisés dans une réaction de PCR en temps réel : augmenter en 
fluorescence lorsque l’agent est lié à l’ADN double brin et ne pas inhiber la réaction 
de PCR. Le SYBR Green I, dont le mécanisme de liaison n’est pas bien défini, est 
l’agent le plus fréquemment utilisé, de part son avantage économique, de plus il est 
facile à utiliser et possède une sensibilité qu’inhibe pas la réaction d’amplification. 
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Lors de la réaction d’amplification par PCR, le colorant libre en solution exhibe peu de 
fluorescence. C’est durant l’étape d’élongation, qu’une augmentation de la 
fluorescence a lieu, associée à la quantité de colorant se fixant à l’ADN double brin 
naissant. L’augmentation du signal de fluorescence est observée pendant l’étape de 
polymérisation et l’émission fluorescente décroît complètement lorsque l’ADN est 
dénaturé. L’émission de fluorescence est mesurée à la fin de chaque étape 
d’élongation pour chacun des cycles par un système de lecture intégré à l’appareil de 
PCR en temps réel qui permet de suivre l’augmentation de la quantité d’ADN amplifié 
durant la réaction [102]. 
Les mesures de fluorescence sont obtenues dans notre étude avec le thermocycleur 
ICycler® iQ de Bio-Rad et ont été directement analysées en utilisant le logiciel ICycler. 
Le cycle seuil ou Ct est calculé en déterminant le nombre de cycles minimums 
nécessaires pour que la fluorescence dépasse le bruit de fond. Cette valeur est 
ensuite directement reliée à la quantité de génome viral. 
 
Figure A.2.   Agents se liant à l’ADN double brin. (a) Durant la dénaturation, le SYBR Green I 
libre exhibe peu de fluorescence. (b) A la température d’appariement, quelques molécules se 
lient au double brin d’ADN naissant résultant en une émission de fluorescence lors de 
l’excitation. (c) Durant la phase de polymérisation, de plus en plus de molécules se lient en brin 
naissant et l’accroissement de la fluorescence peut être suivi en temps réel [102]. 
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RT-PCR quantitative sans extraction (notée PCR SE) 
Afin de vérifier si la capside des phages est intacte ou détériorée, l’équipe du LMI a 
pensé réaliser une RT-PCR sans effectuer l’étape d’extraction d’ARN (méthode 
soumise à publication [83]). Ainsi, cette méthode permet de détecter que les virus à 
capside détériorée, une particule d’ARN correspond donc ici à un virus détérioré. 
Dans ce cas, 5 µL de l’échantillon sont ajoutés aux 20 µL du mélange réactionnel 
avant de réaliser la RT-PCR. Les résultats sont ensuite corrigés par le facteur de 
dilution de l’extraction (140/60) pour obtenir la quantité de bactériophages de départ 
de l’échantillon. En parallèle, lorsque les bactériophages sont dissous dans des 
solvants à forte concentration en sels (tel que le PBS), seulement 0,5 µL d’échantillon 
sont déposés dans le puit afin d’éviter une éventuelle inhibition par les sels des 
enzymes de la PCR. 
L’ensemble des solutions de suspension de phages utilisées ont été testées pour leur 
absence d’activité RNAse envers le génome de MS2 (et Q), ainsi que pour leur 
absence d’inhibiteurs de PCR.  
 
Les stratégies de quantification 
La quantification des acides nucléiques a été réalisée à partir d’une courbe 
d’étalonnage représentant les Ct en fonction de la concentration initiale en 
bactériophages.  
Afin de construire les courbes standard, des dilutions au dixième du stock de 
bactériophages (1011 à 1 UFP/mL) sont réalisées dans du PBS. Les dilutions sont 
analysées par la méthode UFP pour définir la concentration en UFP/mL et ensuite 
l’ARN viral est extrait de chaque dilution. Il est à noter que l’extraction permet 
également d’éliminer les sels présents dans la solution. Les valeurs de Ct de chaque 
dilution amplifiée sont reportées en fonction du logarithme de la quantité initiale de 
phages (équivalent UFP/mL). Les courbes standard sont ensuite utilisées pour 
déterminer la quantité initiale de bactériophages des échantillons collectés durant les 
expériences de filtration. 
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La courbe standard de la méthode de la RT-PCR en temps réel est basée sur la 
relation entre la concentration en bactériophages infectieux d’une solution stock 
préparée fraîchement mesurée par la méthode UFP et le nombre de cycles 
d’amplification du processus PCR, ceci est basé sur la supposition que la solution 
stock préparée fraîchement ne contient pas de bactériophages détériorés. Cette 
supposition a été vérifiée en regardant que par PCR sans extraction rien n’est détecté. 
Ainsi, les essais de PCR quantitative sont effectués au minimum en duplicat avec 
l’ARN extrait ou non extrait des différents échantillons à tester. En parallèle, pour 
chaque essai une courbe étalon est réalisée à partir des ARN extraits d’une série de 
dilutions au dixième de la solution stock de phages dans du PBS. Aucune valeur de Ct 
n’est obtenue pour les contrôles négatifs (eau ultra pure). Une relation linéaire est 
observée entre les valeurs de Ct et le log de la quantité de départ des bactériophages 
MS2 et Qβ avec une efficacité estimée à 99,7 et 90,3 respectivement. L’effet de la 
congélation à -80°C des échantillons à analyser a été vérifié, et aucun impact n’a été 
observé. 
 
Figure A.3. Courbe standard des bactériophages MS2 en utilisant la PCR quantitative. 
Les expériences sont réalisées en duplicat ou en triplicat. 
 
La spécificité des réactions de RT-PCR a été vérifiée grâce à la courbe de fusion 
(figure A.4). Les courbes d’amplification spécifique démontrent l’amplification du 
bactériophage sélectionné à 84,5°C pour MS2 et à 85°C pour Qβ. Les courbes non 
spécifiques, habituellement indiquées par l’apparition de pics différents ou plus 
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larges sur la courbe de fusion, sont observées à 77°C pour l’eau ultra pure. Pour les 
bactériophages, lorsque les phages MS2 et Qβ provenant du stock sont ajoutés dans 
le puits sans l’étape d’extraction, aucune courbe d’amplification spécifique n’est 
observée mais une courbe d’amplification non spécifique est obtenue à 77°C. Si de 
l’ARN libre est accessible dans l’échantillon analysé sans extraction de l’ARN 
(détérioration de la capside du phage), la courbe d’amplification spécifique est 
observée. 
 
  
Figure A.4.  Courbes de fusion du bactériophage MS2 en utilisant la PCR quantitative. La 
courbe de l’amplification spécifique est observée à 84,5°C
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4. Détermination du potentiel zêta 
La frontière qui marque la limite entre la couche de liquide qui se déplace avec la 
particule et la solution est appelée plan de cisaillement. La localisation précise du 
plan de cisaillement est inconnue mais il semble se situer dans la double couche 
diffuse. Le potentiel au niveau de ce plan de cisaillement est appelé le potentiel zêta 
. Si sa valeur est très inférieure au potentiel de surface , on l’assimile souvent au 
potentiel de la couche de Stern d. Plus la valeur de  est élevée, plus l’interaction 
entre particules sera forte. Il peut être déduit de la mobilité électrophorétique E par 
la loi de Henry : 
 
 
Eq A.1.  
 
Avec : 
E : mobilité électrophorétique (m².s
-1.V-1), 
 : constante diélectrique de la solution [Pa.m².V-2), 
 : potentiel zêta (V), 
 : viscosité dynamique du milieu (Pa.s), 
-1 : longueur de Debye-Huckel, caractéristique de l’épaisseur de la double couche 
ionique (m), 
a : rayon de la particule chargée (m). 
 
Le rapport a/-1est caractéristique du rapport entre le rayon de la particule et 
l’épaisseur de la couche ionique. La fonction f (a/-1) corrige la mobilité 
électrophorétique de la déformation de double couche observée sous l’effet du 
mouvement de la particule. Pour des faibles valeurs de a/-1 (<1), ce facteur 
correcteur est proche de 1, tandis que pour des a/-1 importants (>100), f(a/-1) tend 
vers 1,5. Ces valeurs limites correspondent respectivement aux cas extrêmes ou la 
particule est beaucoup plus petite que la double couche (approximation de Huckel (f 
(a/-1) =1) ou beaucoup plus grosse (approximation de Smoluchowski (f(a/-1)= 1,5). 
Dans les cas intermédiaires, la fonction de Henry sera calculée à l’aide de : 
Pour a/-1>1.                
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Eq A.2.  
 
Pour a/-1<1 : 
 
 
 
 
 
 
Eq A.3.  
 
Dans le cas des mesures électrophorétiques effectuées sur les suspensions de 
bactériophages, les caractéristiques de l’électrolyte support sont connues (solution 
aqueuse de PBS de concentration massique de 9g/L de NaCl à 20°C majoritairement), 
la valeur de -1 peut alors être calculée à partir de la relation suivante : 
 
 
 
 
 
Eq A.4.  
 
Avec : 
-1 : longueur de Debye-Hückel (m), 
ee : charge de l’électron (1,6.10
-19 C), 
N : nombre d’Avogadro (6,02.1023), 
0 : permittivité du vide (8,85.10
-12 C2.J-1.m-1), 
r : constante diélectrique du milieu liquide, relative au solvant qui est l’eau dans le 
cas de l’électrolyte support mis en œuvre et donc r =78,54 à 25 °C, 
kB : constante de Boltzmann (1,38.10
-23 J.K-1), 
T : température absolue (K), 
Zi : valence de l’ion i, 
Ci : concentration molaire en ions i dans l’électrolyte support (mol.L
-1). 
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Après calcul, on obtient une valeur de 1  proche de 8.10-10 m, qui comparée à la 
dimension des bactériophages (de l’ordre de la dizaine du nanomètre), nous permet 
de considérer que le rapport a/-1 est égal à environ 20, situé entre les 2 cas 
extrêmes. Après calcul (équation A.2), nous considérerons alors  que f (a/-1) = 1,2. 
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5. Calcul d’incertitude sur la concentration mesurée par la 
technique RT-PCR 
 
Une incertitude sur la concentration mesurée par RT-PCR peut être calculée. 
Celle-ci doit tenir compte de l’étape d’extraction durant laquelle de nombreux 
volumes sont prélevés entraînant alors d’importantes erreurs expérimentales. Le 
protocole décrit par le fabricant (Qiagen) est alors analysé précisément et tous les 
volumes prélevés sont pris en compte :  
 
 
Eq A.5.  
Avec, 
VEch : volume d’échantillon prélevé (140 l), 
VT1 : volume de tampon 1 (560 l), 
VT2 : volume de tampon 2 (560 l), 
Vc : volume colonne (630 l), 
VT3 : volume de tampon 3 (500 l), 
Vélution : volume élution (60 l), 
VEch, Vélution sont égaux à l’incertitude de la pipette 200 l, qui est égale à 0,001. 
VT1, VT2, Vc, VT3, Vélution sont égaux à l’incertitude de la pipette 1mL, qui est 
égale à 0,01. 
 
A cela s’ajoute l’incertitude mesurée sur les valeurs de Ct (qui reflète la fiabilité de la 
mesure) déterminée par Ct, l’équation A.5 devient alors : 
 
 
 
Eq A.6.  
 
Les valeurs de Ct sont déterminées sur un standard en fixant la base de Ct à 200, ainsi 
pour une première analyse nous obtenons les valeurs : 9,14; 8,96; 9,03 (correspondant 
à trois puits), une deuxième analyse nous donne : 8,89; 9,03, une troisième analyse : 
9,09; 9,16 et une quatrième : 9,18; 9,10. En effectuant une moyenne de tous les Ct 
obtenus alors Ct est égal à 9,1 0,1. Ct/Ct est par conséquent égal à 0,1/9,1. 
C/C est alors égal à 1,1 %. 
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De plus, comme la courbe standard de la méthode de la RT-PCR en temps réel est 
basée sur la relation entre la concentration en bactériophages infectieux d’une 
solution stock préparée fraîchement mesurée par la méthode UFP et le nombre de 
cycles d’amplification du processus PCR (annexe 3), l’incertitude sur la concentration 
mesurée par RT-PCR doit tenir compte de l’incertitude mesurée pour une 
concentration déterminée par UFP. Ainsi, si la concentration est égale à environ 10
8 
UFP/mL, C/C sera alors égal à 22% (chapitre II, paragraphe 2.1.1.3). Au terme C/C 
sont ajoutés 22%. 
 
L’incertitude sur une concentration à 108 éq.UFP/mL mesurée par RT-PCR est par 
conséquent égale à 23,1 %.  
 
Lorsqu’aucune dilution n’est effectuée pour le perméat,Cp/Cp est égal à 6% pour la 
méthode UFP (chapitre II, paragraphe 3.1.1.3), par conséquent C/C  pour la 
technique de RT-PCR sera égal à 7,1%.  
 
Le LRV déterminé par RT-PCR pour une membrane sera ainsi donné avec une 
incertitude de 0,302. L’incertitude sur l’abattement sera calculée au cas par cas 
lorsqu’une dilution du perméat est nécessaire et en tenant compte de l’incertitude de 
la méthode UFP. 
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6. Recommandations du protocole 
Paramètres Recommandations 
 
 
Traceur 
 
Bactériophages MS2 
 
 
Méthodes 
analytiques 
 
Méthode UFP, RT-PCR avec et sans extraction (sous réserve de 
validation de la méthode de RT-PCR sans extraction), en tenant 
compte des limites de quantification égales respectivement à 30 
UFP/mL et 102 éq.UFP/mL. 
 
 
Concentration 
 
La concentration d’alimentation doit être environ de 108 UFP/mL 
afin de justifier d’un abattement maximum égal à 6,5 et 6 par UFP 
et RT-PCR compte tenu des limites de quantification. 
 
 
Matrice 
 
Eau du réseau 
 
 
pH 
 
Neutre 
 
 
Force ionique 
 
Inférieure à 86 mM 
 
 
Prélèvements 
 
Ils doivent être effectués le plus proche possible des connections 
du module mais surtout de la sortie du perméat, et les échantillons 
doivent être stockés à 4°C immédiatement. 
 
 
 
Adsorption 
 
Afin de saturer le système en phages et garder une concentration 
en ARN viraux totaux au voisinage de 108 UFP/mL = dopage après 
15 minutes de circulation de la suspension dans le système 
 
Inactivation/ 
Temps de 
filtration 
 
Calcul de dfiltration, = durée pendant laquelle la perte en phages 
infectieux est inférieure à 90% 
 
Figure A.5. Tableau récapitulatif des conditions les plus favorables pour la 
caractérisation. 
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7.  Calcul du facteur du facteur convectif d’obstruction Kc calculé 
en utilisant les corrélations de Deen [98;103] 
 
 
 
 
 
 
Les coefficients dans Kt et Kc sont : 
a1= -73/60 
a2= 77,293/50,400 
a3= -22, 5083 
a4= -5, 6117 
a5= -0, 3363 
a6= -1,216 
a7= 1,647 
b1=7/60 
b2= -2,227/50,400 
b3= 4, 0180 
b4= -3,9788 
b5= -1,9215 
b6= 4,392 
b7= 5,006. 
 
 
Dans cette équation D est le diamètre du bactériophage et Dd le diamètre du défaut 
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8.   Essai d’une membrane E en mode frontal 
Un module membranaire a été testé sur pilote industriel en mode frontal au sein de 
l’entreprise Polymem. Le pilote mis à notre disposition est alors très différent du 
montage utilisé pour les expériences à l’échelle du laboratoire, de nombreuses 
modifications ont du être effectuées pour adapter le protocole à un mode frontal. 
Ci-dessous sont présentés les premiers résultats. Il n’a pas été possible de mesurer 
expérimentalement la concentration cumulée dans le carter pendant le test de 
filtration.  Ainsi, ces tests nous ont seulement permis de déterminer un LRV transitoire 
du système et non de la membrane. Des expériences complémentaires sont 
nécessaires pour aller plus loin dans l’exploitation des données. 
 
Description du pilote et des conditions opératoires 
La figure A.6 présente le montage expérimental et le tableau A.2 donne les 
caractéristiques du module membranaire, de l’appareil de filtration, de la suspension 
et les conditions opératoires utilisées durant les expériences de filtration effectuées à 
l’échelle pilote. Le module comprend des membranes E en polysulfone issues de la 
chaîne de fabrication. 
Le sens de filtration se fait de l’extérieur vers l’intérieur des fibres. La filtration 
s’effectue en mode frontal, alors que les essais en laboratoire ont été effectués en 
mode tangentiel. Pour cette raison, la suspension stock de phages (1011 UFP/mL) est 
injectée (point A) en continu à l’aide d’une pompe péristaltique pendant 30 minutes à 
une vitesse de 0,3 L/h. Une suspension de concentration égale à 108 UFP/mL à 
l’entrée du module (point B) est donc mesurée pendant 30 minutes. L’eau de réseau 
filtrée (filtre 1 m) est utilisée comme solvant avant d’être pressurisée à une pression 
de 0,5 bar et filtrée à un débit de 300 L/h (point D sur la figure A.4).  
Deux modules différents nommés 1 et 2 ont été testés de manière à avoir deux 
filtrations reproductibles. Les points de prélèvements ont été placés à l’entrée, notée 
B et à la sortie du module notée C (représentant l’alimentation et le perméat).  
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Figure A.6. Schéma du pilote de filtration frontale dans le cas d’une circulation de l’extérieur 
vers l’intérieur des fibres creuses. 
 
 Essai pilote 
Membrane 
Surface membranaire (m²) 
Mode de fonctionnement 
Sens de filtration 
Matériau 
Perméabilité (L/h.m²bar, 20°C) 
6 
Frontal 
Ext/Int 
Polysulfone 
107±13 
Appareil de filtration 
Matériau 
Surface de contact avec la suspension 
Volume du module 
PVC 
0,4 m² 
3L 
Suspension 
Solvant 
Concentration (UFP/mL) 
Température (°C) 
Conductivité (S/cm) 
pH 
Volume  
Eau du réseau filtrée 1 m 
10
8
  
22 0,5 
180 10 
7,6   0.1 
Injection de la suspension stock de phages à 
10
11
 UFP/mL pendant 30 minutes environ  
 
Filtration 
Pression (bar) 
Débit (L/h) 
Durée (heures) 
0,5  0,05 
300  5 (filtration) 
2 
Tableau A.2. Conditions des essais effectués à l’échelle pilote. 
 
 
Avant d’effectuer une filtration avec les phages MS2, le temps de séjour d’une 
solution concentrée en sels (NaCl, 10 g/L) a été déterminé. Au débit d’alimentation 
Volume 
mort 
E 
D 
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sélectionné pour l’étude, la détection du sel dans le perméat au point C intervient 
moins d’une minute après son injection au point A. Par ailleurs la totalité du sel 
injecté en amont du module membranaire est retrouvée à l’aval de celui-ci ce qui 
démontre l’absence de volume mort. Ces conclusions nous ont alors permis 
d’envisager une filtration avec les phages MS2. 
 
La perméabilité mesurée en début et en fin de filtration n’a pas évolué. Nous avons 
donc considéré l’effet de l’adsorption des phages MS2 sur la perméabilité 
négligeable. Ainsi, tout comme pour les essais menés sur le pilote Aquasource, la 
filtration de bactériophages sur une durée de 2 heures n’entraîne pas de colmatage 
du module pouvant être mis en évidence par les mesures de perméabilité. 
Evolution des concentrations dans l’alimentation, le module et dans le perméat 
La concentration en bactériophages dans le module de filtration est initialement 
égale à 0. Comme indiqué précédemment la suspension de bactériophages est alors 
injectée pendant 30 min, de façon à ce que la concentration de l’alimentation (point 
B, figure A.6) soit d’environ 108 UFP/mL. Du fait du mode frontal utilisé pour ces 
essais, la concentration dans le module de filtration n’est pas constante au cours du 
temps. Elle peut alors être estimée à l’aide d’un bilan sur la quantité de matière 
effectué sur le module de filtration en l’absence d’adsorption sur la membrane et les 
parois du carter:  
 
                                                                                                                Eq A.7.  
 
Avec : 
Qtot : débit total de solvant à travers la membrane, 
Vm : volume du module de filtration (3L),  
Cb,m : concentration en bactériophages MS2 dans le module, 
Cb,A : concentration en bactériophages MS2 dans l’alimentation,  
Cb,P : concentration en bactériophages MS2 dans le perméat. 
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Les concentrations en phages infectieux, détériorés et en ARN viraux déterminées 
dans le perméat, dans l’alimentation et calculées dans le module de filtration au cours 
des expériences effectuées sur les modules 1 et 2 sont reportées sur la figure A.7. 
 
 
              
       
Figure A.7.  Détermination des concentrations dans l’alimentation (point B), dans le perméat 
(point C) et dans le module de filtration (calculées) des virus MS2 infectieux en UFP/mL (UFP), 
des virus MS2 totaux (ARN viraux totaux) en éq. UFP/mL (RT-PCR avec extraction) et des virus 
MS2 détériorés en éq. UFP/mL (RT-PCR sans extraction) pendant 3 heures. A et A’) pour le 
module 1 et B et B’) pour le module 2 dans l’eau de réseau filtrée à 1 m. 
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Pendant la durée de l’injection de la suspension stock de phages MS2 dans le 
système de filtration, la concentration dans l’alimentation (prélevée au point B) en 
ARN viraux totaux est constante et est autour de 108 ou éq.UFP/mL, comme attendu. 
Il est à noter que du fait des aléas expérimentaux, les concentrations en phages MS2 
infectieux dans l’alimentation et par conséquent dans le module de filtration sont 
plus faibles pour l’expérience menée avec le module 1 par rapport au module 2. En 
conséquence, les concentrations en phages infectieux déterminées dans le perméat 
du module 1 sont plus faibles et en dessous de la limite de quantification (figure 
A.7.A).  
Dès que l’injection est stoppée comme attendu les concentrations mesurées dans 
l’alimentation (point B) chutent brusquement, mais elles ne sont pas nulles car la 
tubulure située entre les points A et E contenant encore une suspension concentrée 
en phages n’a pas été isolée. Une diffusion des phages vers le circuit d’alimentation a 
donc certainement eu lieu. En ce qui concerne la concentration calculée dans le 
module de filtration, celle-ci se stabilise au voisinage de 108 UFP/mL (ou éq.UFP/mL). 
 
Dans le perméat, les concentrations en ARN viraux totaux et en phages MS2 
détériorés pour les modules 1 et 2 sont au dessus des limites de quantification 
imposées par les différentes méthodes d’analyse.  
 
Pour l’expérience de filtration réalisée avec le module 2, après 2 heures, sont ajoutés 
environ 5 g/L de NaCl dans la cuve d’alimentation en eau. Nous pouvons alors noter 
que les concentrations en phages mesurées dans le perméat augmentent. L’ajout de 
sels permet aux phages MS2 de transférer plus facilement à travers la membrane. Les 
membranes et les phages MS2 sont initialement chargés négativement, l’ajout de sels 
dans la suspension crée un effet écran sur les charges affaiblissant les interactions 
électrostatiques répulsives. 
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Détermination des LRV 
Les abattements en phages infectieux, détériorés et en ARN viraux totaux ont été 
déterminés pendant 120 minutes en tenant compte des concentrations calculées 
dans le module de filtration Cb,m par application de l’Eq.A.7. Les résultats obtenus 
sont reportés sur la figure A.8.  
 
 
Eq A.8.  
 
 
Figure A.8. Abattements en phages MS2 infectieux, détériorés, et en ARN viraux totaux 
déterminés lorsqu’une filtration est effectuée sur un module 1 et 2 pendant 2 heures. 
 
 
Une montée apparente est observée pendant 15 minutes environ liée à 
l’augmentation de la concentration dans le module de filtration sur cette durée. Une 
moyenne a donc été effectuée pour les abattements déterminés entre 15 et 120 
minutes sur les deux modules étudiés (figure A.9). 
Il est à noter que compte tenu du fonctionnement en mode frontal, la concentration 
au voisinage de la membrane peut être beaucoup plus importante que celle calculée 
dans le module. L’abattement que nous proposons est alors un abattement 
transitoire du système et non de la membrane. Ces résultats posent donc la question 
de l’impact du mode de filtration utilisé lors des tests sur l’abattement en 
bactériophages.  
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Figure A.9. Abattements en phages MS2 infectieux, détériorés, et totaux (ARN viraux 
totaux) déterminés lorsqu’une filtration est effectuée sur un pilote industriel et en utilisant deux 
modules membranaire différents (modules 1 et 2). 
 
 
Les résultats obtenus sur 2 modules de même référence fabricant révèlent, tout 
comme pour les essais sur pilote Aquasource, une reproductibilité très 
satisfaisante des abattements en virus infectieux, détériorés et en ARN viraux totaux.  
 
Enfin, lorsque des sels (NaCl 5 g/L) sont ajoutés en cours de filtration nous notons un 
transfert plus important des phages à travers la membrane (voir commentaires 
précédents) et par conséquent un abattement plus faible en phages infectieux et en 
ARN viraux totaux (supérieur à 4,2). 
Conclusion 
Les expériences effectuées à l’échelle pilote en mode frontal conduisent à la 
détermination d’un abattement supérieur à 5,5 obtenu avec une très bonne 
reproductibilité lorsque 2 modules de même référence sont testés. L’application du 
protocole développé s’avère donc envisageable aussi bien en mode de filtration 
tangentiel que frontal. Cependant, dans ce dernier cas, les données autorisent le 
calcul d’un LRV transitoire du système et non de la membrane du fait du manque de 
connaissance de la concentration en bactériophages dans le carter. Des expériences 
complémentaires à l’échelle du laboratoire sont alors nécessaires pour intégrer dans 
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le protocole, précisément dans le contrôle des concentrations et le traitement des 
données, les contraintes liées à l’utilisation du mode frontal. 
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ADNc 
AN 
ARN 
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aa 
ad 
ai 
Cb  
Cb,a 
Cb,m 
Cb,p 
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Ci,P 
Ci,R 
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Cp 
Cr 
Cv,P 
Cv,R 
Cx 
dfiltration 
 
 
dhyd 
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ee 
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Acide désoxyribonucléique complémentaire        
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  rayon de la particule chargée    
  coefficient de vitesse d’adsorption des phages 
coefficient de vitesse de détérioration des phages 
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concentration en bactériophages de l’échantillon 
concentration en bactériophages MS2 dans l’alimentation 
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concentration en bactériophages MS2 dans le perméat 
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concentration de la fraction i de traceur dans le perméat              
concentration de la fraction i de traceur dans le rétentat 
concentration au temps 0 en phages 
concentration en bactériophages de l’échantillon de perméat 
concentration en bactériophages de l’échantillon de rétentat 
concentration en virus dans le perméat          
concentration  en virus dans le perméat       
concentration en phages au temps x             
durée du test de filtration correspondant au temps à partir duquel la 
concentration en particules MS2 infectieuses a diminué de 1 Log10 dans 
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coefficient de diffusion 
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diamètre de la particule virale 
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s
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nm 
nm 
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PEG 
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RT-
PCR 
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Re 
Ret 
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densité du flux 
flux du solvant à travers un défaut 
Constante de Boltzmann 
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Polyéthylène glycol 
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débit de filtration du solvant 
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Real Time Polymerase Chain Reaction 
rayon hydrodynamique 
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nombre de Reynolds 
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rétention observée  
résistance hydraulique de la membrane 
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temps 
temps initial 
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ou
 
L.h
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.m
2 
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 J.K
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Pa ou Bar 
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t0 
T 
T90 
TR 
TS 
UFP 
v 
VC 
Vélution  
 VEch 
Vi  
Vf  
Vm 
Vr 
Vp 
VT1 
VT2 
VT3 
X 
Zi    
température absolue 
temps pour lequel le titre viral a diminué de 90% 
taux de rétention 
Trypticase de Soja 
Unités Formant Plages 
vitesse électrophorétique  
volume colonne 
volume élution 
volume d’échantillon prélevé 
volume de la solution mère utilisée      
volume de la solution fille obtenu      
volume du module de filtration 
volume de suspension du rétentat analysé   
volume de suspension du perméat analysé    
volume de tampon 1 
volume de tampon 2  
volume de tampon 3 
nombre de dilutions effectuées
 
valence de l’espèce i 
K   °C 
min 
- 
- 
- 
m.s
-1 
l
 
l
 
mL 
mL 
mL 
mL 
mL 
mL 
l 
l 
l 
- 
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Lettres grecques 




0 
r 





constante cinétique empirique 
constante diélectrique de la solution 
épaisseur de la couche de polarisation 
module du champ électrique E 
permittivité du vide  
constante diélectrique du milieu liquide, relative au solvant qui est l’eau 
dans le cas de l’électrolyte support mis en œuvre et donc  
 
viscosité intrinsèque de la solution 
longueur de Debye-Huckel 
viscosité dynamique du solvant 
masse volumique de l’eau 
- 
Pa.m².V
-2
 
m 
V.m
-1 
8,85.10
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 C
2
.J
-1
.m
-1 
78,54 à 25 °C
 
 
m
3
.g
-1 
m 
Pa.s 
kg.m
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

.MM     



Cr    
LRV 
 np 
nr 
P 
Vi 
Vf 
Vp 
Vr 
mobilité électrophorétique 
 
proportionnel au volume hydrodynamique 
constante de proportionnalité entre le rayon de la sphère équivalente et 
le rayon de giration de la molécule de polymère (pris égal à 1) 
potentiel zêta 
incertitude concentration en bactériophages de l’échantillon de rétentat 
incertitude sur l’abattement 
incertitude sur le dénombrement des plages de lyse dans le perméat 
incertitude sur le dénombrement des plages de lyse dans le rétentat  
différence de pression 
incertitude sur le volume de solution fille      
incertitude sur le volume de solution fille    
incertitude sur le volume de suspension du perméat analysé 
incertitude sur le volume de suspension du perméat analysé 
m².s
-1
.V
-1
 
 
m
3
.mol
-1 
- 
 
V 
UFP/mL 
- 
- 
- 
Pa 
mL 
mL 
mL 
mL 
Exposants 
a 
m 
p 
r 
v 
Alimentation 
Membrane 
Perméat 
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Résumé 
Le problème abordé dans ce travail est celui de la mise au point d’un protocole raisonné 
de détermination de l’abattement du nombre de virus par une membrane de filtration, 
dans des conditions proches de celles que l’on rencontre dans le domaine du traitement 
de l’eau. Pour cela, ont été recherchées parmi les conditions opératoires, celles qui 
conduisent au transfert le plus important, de manière à révéler d’éventuelles faiblesses 
dans les matériaux testés. Au cours de cette étude, les phages MS2 et Q ont été choisis 
comme indicateurs. Leurs comportements en suspension dans divers solvants, en statique 
aux interfaces puis en dynamique en cours de filtration ont été étudiés. Le protocole mis 
au point a été ensuite testé à l'échelle du laboratoire sur diverses membranes intègres, sur 
des membranes présentant un défaut (trou) et enfin à l'échelle pilote sur des installations 
mises à notre disposition par deux industriels. Les méthodes de détection et de 
quantification employées et comparées sont le dénombrement après mise en culture et la 
RT-PCR quantitative avec et sans extraction. Ces méthodes permettent au sein d’un 
prélèvement l’identification des différentes formes sous lesquelles les particules virales se 
trouvent : infectieuse, désactivée et détériorée. 
 
Mots-Clés: Membrane, MS2, protocole, culture bactérienne (UFP), RT-PCR. 
 
 
 
Abstract: 
 
Problem addressed in this work is the development of a rational protocol for determining 
the reduction of viruses by membrane filtration in conditions close to those encountered in 
water treatment. To do this, were researched among the operating conditions, those 
leading to the largest transfer, in order to reveal possible weaknesses in the materials 
tested. In this study, bacteriophages MS2 and Q were chosen as indicators. Their 
behaviors in suspension in various solvents, in static during contact with interfaces and in 
dynamic during filtration were studied. The protocol developped was then tested in various 
laboratory scales using virgin membrane and through membranes with one defect (hole). 
Finally the validation of the protocol has been conducted on pilot scale facilities supplied 
by two manufacturers. The detection and quantification methods used and compared are 
the cell culture (PFU method) and RT-PCR with and without extraction. These methods 
allow in a sample the determination of the various forms in which viral particles are likely 
to be present: infectious, disactivated and broken. 
 
Keywords : Membrane, MS2, protocol, cell culture (PFU), RT-PCR.
